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Zusammenfassung
Das Gen FOXP1 kodiert für ein Forkhead BoxTranskriptionsfaktor. Heterozygote Mutatio-
nen im FOXP1-Gen, die beim Menschen zu einer Haploinsuffizienz führen, rufen verschiedene
kognitive Phänotypen hervor. Die Patienten leiden an geistiger Behinderung, einer Sprachent-
wicklungsstörung und in manchen Fällen an Autismus. Daher ist anzunehmen, dass FOXP1
während der Gehirnentwicklung und bei kognitiven Prozessen eine wichtige Rolle spielt. Jedoch
ist bis heute wenig über die Rolle von FOXP1 im Gehirn bekannt. Daher war die Zielsetzung
dieser Arbeit, Zielgene von Foxp1 während der embryonalen Gehirnentwicklung zu identifizie-
ren und zu charakterisieren.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden mit Hilfe von zwei genomweiten Screening-Ansätzen poten-
tielle Zielgene von Foxp1 identifiziert. In einem ersten Ansatz wurde die Expression humaner
SH-SY5Y Neuroblastomazellen mit und ohne FOXP1-Knockdown in Microarray-Studien ver-
glichen. Aus diesem Screening ging PCDH17 als Zielgen von FOXP1 hervor. Die Aktivierung
der Expression von PCDH17 konnte zudem durch qPCR-Experimente in den murinen Neuro-
blastomazellen N1E-115 und in embryonalen Gehirnen der konditionellen Foxp1−/−-Mauslinie
bestätigt werden. Weitere qPCR-Studien zeigten, dass diese transkriptionelle Regulation von
E13 bis E16 stattfindet. Am Entwicklungstag E16 war diese Aktivierung im Cortex, Striatum,
Hippocampus und Thalamus zu beobachten. Eine direkte Bindung von Foxp1 ca. 8 kb ups-
tream vor dem Transkriptionsstart von Pcdh17, konnte in ChIP-Experimenten nachgewiesen
werden.
Chrna4 wurde in einem weiteren Microarray-Screening, mit RNA von wt- und KO-Vorderhirnen
der konditionellen Foxp1−/−-Mauslinie des Entwicklungtages E16, als Zielgen identifiziert.
qPCR-Experimente bestätigten diese transkriptionelle Regulation am Entwicklungstag E15
und E16 im Vorderhirn von Mausembryonen. Zudem konnte diese Repression in Zellkulturex-
perimenten mit murinen N1E-115- und humanen SH-SY5Y-Zellen bestätigt werden. Weitere
Studien mit RNA der Foxp1−/−-Mauslinie zeigten, dass eine Repression von Chrna4 durch
Foxp1 am Tag E16 im Thalamus stattfindet. Immunfluoreszenz-Färbungen zeigten, dass
Chrna4 bei fehlender Foxp1-Expression auch in Neuronen exprimiert ist, in denen im wt-
Gehirn Foxp1, aber nicht Chrna4 exprimiert ist. Durchgeführte ChIP-Experimente zeigten,
dass Foxp1 direkt an den Promotor von Chrna4 bindet.
Beide identifizierten Zielgene, Pcdh17 und Chrna4, sind im embryonalen Gehirn in Arealen
exprimiert, die in neuronale Kreisläufe involviert sind, welche für diverse kognitive Prozesse,
wie beispielsweise der Sprachentwicklung, essentiell sind. Pcdh17 ist ein Zelladhäsionsprote-
in und Chrna4 kodiert für eine Untereinheit neuronaler Acetylcholinrezeptoren. Somit sind
beide Proteine wichtig für die Signalübertragung am synaptischen Spalt. Aus veröffentlich-
ten Studien ist bekannt, dass bei Patienten mit geistiger Behinderung und Autismus häufig
Gene betroffen sind, die für synaptische Proteine kodieren. Somit ist es möglich, dass die
Fehlregulationen von PCDH17 und CHRNA4, in den Gehirnen von Patienten mit Mutationen
im FOXP1-Gen, zu dem kognitiven Phänotyp beitragen. Die in dieser Arbeit durchgeführten
Experimente identifizierten damit die ersten bekannten Zielgene von Foxp1 im Gehirn und
tragen zur Aufklärung der molekularen Rolle von Foxp1 während der Gehirnentwicklung bei.
Abstract
The transcription factor Foxp1 is a member of the Fox gene family. Heterozygous mutations
affecting the FOXP1 gene, causing haploinsufficiency, lead to a broad cognitive phenotype.
These patients suffer from intellectual disability, a significant impairment of speech and lan-
guage abilities and autism spectrum disorder. This suggests an important role for FOXP1
in brain development and normal cognitive function. However, the role of FOXP1 in brain
development remains to be investigated. To address this, the goal of my PhD thesis was to
identify and analyse target genes of Foxp1 during brain development.
To uncover target genes of Foxp1 in brain development, whole genome microarray experiments
were carried out. In a first approach, I compared gene expression in SH-SY5Y neuroblastoma
cells with reduced FOXP1 expression to cells with a normal level of FOXP1 expression. This
screening uncovered PCDH17 as a potential target gene. To further validate this target,
knockdown studies in the murine neuroblastoma cell line N1E-115 were carried out. In addi-
tion, forebrain RNA from E13, E15 and E16 embryos from a conditional Foxp1−/−mouse were
isolated and used for qPCR experiments. All experiments confirmed the transcriptional regu-
lation of Pcdh17 by Foxp1. At E16 this activation takes place in the hippocampus, thalamus,
cortex and the striatum. A direct binding of Foxp1 about 8 kb upstream of the transcriptional
start site of Pcdh17 was demonstrated by ChIP experiments.
Chrna4 was identified as a target gene of Foxp1 in a microarray screen with RNA isolated from
E16 forebrain of the conditional Foxp1−/−mouse. Additional qPCR studies of E15 and E16
Foxp1−/−forebrains confirmed this transcriptional repression of Chrna4 by Foxp1. In vitro
experiments in N1E-115 and SH-SY5Y cells affirmed the repression of Chrna4 by Foxp1. Im-
munofluorescence studies showed that the expression of Chrna4 is broader in the thalamus
of E16 KO embryos. Moreover, this broader expression was observed in neurons expressing
Foxp1, but not Chrna4 in wt embryos. Further qPCR studies demonstrated a transcriptional
repression of Chrna4 by Foxp1 in the thalamus. ChIP experiments revealed a direct binding
of Foxp1 4 kb upstream of the transcriptional start site of Chrna4.
The data show that Pcdh17 and Chrna4 are expressed in the embryonic brain during develop-
ment. Both target genes are expressed in brain regions which are involved in neuronal circuits
regulating diverse cognitive processes, including speech and language. Pcdh17 is a cell adhe-
sion molecule and Chrna4 is an acetylcholine receptor subunit. Both proteins are important
for the signal transduction at the synaptic cleft. Causitive mutations leading to intellectual
disability and autism spectrum disorder are often found in genes coding for synaptic proteins.
Thus it is possible that the misregulation of PCDH17 and CHRNA4 in the brains of patients
with a FOXP1 haploinsufficiency may contribute to the cognitive phenotype.
This thesis has identified the first target genes of Foxp1 in the brain and Pcdh17 and
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Die Regulation biologischer Prozesse erfordert eine genaue koordinierte Expression eukaryo-
tischer Gene. Eine zentrale Rolle spielt hierbei die Transkription. Von welch großer Bedeu-
tung die Transkription ist, wird deutlich, wenn Mutationen oder strukturelle Chomosomen-
Abberationen in regulatorische Sequenzen in Genen, die für Transkriptionfaktoren oder Kore-
gulatoren kodieren, auftreten. Führen diese zu gestörten transkriptionellen Abläufen und somit
zu einer veränderten Expression, kann dies Krankheiten wie Krebs, Herzfehler und Entwick-
lungsstörungen zur Folge haben (Jimenez-Sanchez et al., 2001; Lettice et al., 2003; Emison
et al., 2005; Rahimov et al., 2008; Burwinkel et al., 2006; Zanke et al., 2007; Kathiresan
et al., 2009; Fenton et al., 2006).
Während der Transkription wird DNA durch DNA-abhängige RNA-Polymerasen in RNA
umgeschrieben. In eukaryotischen Zellen gibt es drei Klassen von DNA-abhängige RNA-
Polymerasen. Die Polymerase I wird bei der Synthese ribosomaler RNA (rRNA) benötigt.
Für die Synthese von messenger RNA (mRNA) wird von der Polymerase II zunächst prä-
mRNA (hnRNA) synthetisiert. Aus diesem Transkript werden während der Reifung die nicht-
kodierenden Introns herausgespleißt und die 5’- und 3’-Ende werden modifiziert. Des Weiteren
katalysiert die Polymerase II die Synthese einer Vorstufe von small nuclear RNAs (snRNA).
Durch die Polymerase III werden transfer-RNAs (tRNA), die 5S rRNA und einige snRNAs
synthetisiert (Strachan und Read, 1996).
Zu Beginn der Transkription binden basale Transkriptionsfaktoren und zusätzliche Faktoren
(trans-aktive Faktoren) an regulatorische Elemente (cis-aktive Elemente) und rekrutieren so-
mit die Polymerase II zum Transkriptionsstart. Durch Phosphorylierung der Polymerase wird
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diese aktiviert und liest die DNA in 5’ - 3’-Richtung ab. Durch Anlagerung der Nukleotide ATP,
CTP, GTP und UTP wird das entstehende RNA-Transkript bis zum Erreichen der Polyadeny-
lierungssequenz elongiert (typische Sequenz: AATAA). Hierdurch kommt es zum Abbruch der
Transkription. Im weiteren Verlauf wird diese Sequenz abgespalten (3’-Ende). Bereits während
der Elongation des Transkriptes wird am 5’-Ende ein 7-Methylguanosintriphosphat über eine
Ester-Bindung (Capping) verbunden (Strachan und Read, 1996).
1.1.1 Transkriptionskontrolle
Cis-aktive Elemente sind Kontrollelemente der Transkription wie Promotoren, Enhancer und
Silencer. Promotoren sind weit verbreitete Kontrollelemente, die proximal oder distal vom
Transkriptionsstart liegen. Das wohl bekannteste Kontrollelement der proximalen Promotoren
ist die TATA-Box. Ungefähr 50 % aller menschlichen Gene werden durch dieses Kontrollele-
ment regluliert (Lee und Young, 2013; Sandelin et al., 2007).
Es gibt ca. 1400 Transkriptionsfaktoren, die Transkriptionsfaktor-spezifische Sequenzen er-
kennen und binden, und so die Transkription bestimmter Gene regulieren (Lander et al.,
2001; Vaquerizas et al., 2009; Venter et al., 2001). Bei der Transkription eines Genes bin-
den 200-300 Transkriptionsfaktoren an proximale Promotoren. Diese bilden zusammen mit
der DNA-abhängigen RNA-Polymerase und anderen Kofaktoren die basale Transkriptions-
maschinerie. Für die Transkription der meisten für Proteine kodierenden Gene wird diese
Transkriptionsmaschinerie benötigt. Zudem wird die Transkription durch distale Promotoren
kontrolliert. Die distalen Promotoren können upstream oder downstream des zu regulieren-
den Gens liegen. Sind die distalen Kontrollelemente weit vom Transkriptionsstart entfernt,
können gebundene Proteine durch Schleifenbildung des Chromatins (looping) mit der basalen
Transkriptionsmaschinerie interagieren. Über diesen looping-Mechanismus kommt es auch zu
Enhancer-Promotor-Interaktionen (Maston et al., 2006) (Abb. 1.1). Enhancer (Transkriptions-
verstärker) sind Kontrollelemente, welche wie Promotoren Bindungsstellen für Transkriptions-
faktoren enthalten, aber weit vom Transkriptionsstart entfernt liegen. Koaktivatoren, wie die
Histoneacetyltransferase p300, interagieren mit den Transkriptionsfaktoren und beeinflussen
somit die Anlagerung der Transkriptionsfaktoren an den Promotor und aktivieren die Tran-
skription (Visel et al., 2009). Wie auch Enhancer gehören Silencer zu den cis-regulatorischen
Elementen und enthalten Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren. Jedoch setzen diese die
Transkriptionsaktivität herab. Enhancer und Silencer liegen oft weit vom Transkriptionsstart
entfernt und kommunizieren mit dem Promotor über einen looping-Mechanismus. Die Re-
pression der Transkription wird entweder durch die Blockierung der Bindung von Aktivatoren
an Enhancer, durch das Konkurrieren von Enhancern und Silencern um Transkriptionsfakto-
ren oder durch die Rekrutierung von Proteinen, die das Histon modifizieren, erreicht (Zhao











Abbildung 1.1: Schematische Darstellung von Kontrollelementen der Transkription.
Der Promotor wird von dem distal gelegenen Enhancer aktiviert. Der nahe gelegene Silencer
konkurriert mit dem Enhancer um die an den Enhancer gebundene Transkriptionsfaktoren (TF)
und/ oder Aktivatoren und reguliert somit die Aktivität des Enhancers. Einige repräsentative
Histonmodifikatoren sind gezeigt. Grüne und blaue Ovale: aktivierende Faktoren; gelbe Ovale:
reprimierende Faktoren. TSS: „transcription start site“ (Transkriptionsstart). Modifiziert nach
Sakabe und Nobrega (2010).
Transkription. In eukaryotischen Zellen ist ein Großteil der DNA um Histone gewickelt. Im
Heterochromatin sind jeweils 146 bp DNA um Histonoktamere (H2A, H2B, H3 und H4) ge-
wickelt. Diese Einheit wird als Nukleosom bezeichnet. Durch die Rekrutierung von Nukleosom
Remodelierungsenzymen wird die dichte Packung der DNA während der Transkription aufge-
lockert (Euchromatin). Diese modifizieren die Histone chemisch, wodurch es zur Veränderung
der Chromatinstruktur kommt. So kann beispielsweise die Transkription durch Acetylierung
(H2A, H2B, H3, H4) oder Methylierung (H3) der N-terminalen Aminosäuren der Histone
reguliert werden. Diese chemischen Modifikationen werden durch Histon-Deacetylasen und
-Methylasen katalysiert (Barrera und Ren, 2006).
1.2 Die FOX -Genfamilie
Die Gene der Forkhead Box-Genfamilie (FOX ) kodieren für Transkriptionsfaktoren, die al-
le eine hochkonservierte DNA-Bindungsdomäne, die Forkhead-Domäne, enthalten. Seit der
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Entdeckung der ersten FOX -Gene in Drosophila melanogaster wurden mehr als 170 FOX -
Gene in 14 Spezies von der Hefe bis zum Mensch identifiziert (Weigel und Jäckle, 1990).
Im Menschen sind mehr als 40 FOX -Gene bekannt. Aufgrund der Sequenzkonservierung der
Forkhead-Domäne gibt es eine Einteilung der FOX -Gene in 19 Unterfamilien (von FOXA
bis FOXS) (Tuteja und Kaestner, 2007a,b). Die Forkhead-Domäne hat ein Schmetterlings-
ähnliches Aussehen und wird daher auch als Winged-Helix-Domäne bezeichnet (Clark et al.,
1993). Im Gegensatz zu Winged-Helix-Proteinen, binden FOX-Proteine die DNA jedoch als
Monomere. Eine Ausnahme stellt die Unterfamilie FOXP dar. Mit Hilfe der Zink-Finger- und
Leucin-Zipper-Domänen bilden die FOXP-Proteine Homo- oder Heterodimere (Shu et al.,
2001) (Abb. 1.2). Diese Domänen führen zu einer Erweiterung der Vielfalt der Funktionen
und Regulationen. Auch durch Interaktion mit Sequenzen außerhalb der Forkhead-Domäne
oder mit anderen Faktoren wird ein weites Spektrum an Regulation in der FOX -Genfamilie
erreicht. FOX-Proteine können die Expression der Zielgene sowohl aktivieren als auch repri-


































Abbildung 1.2: Domänenstruktur der FOXA-, FOXO- und FOXP-Proteine.
Die Forkhead-Domäne (rot), die Transrepressionsdomäne (gelb) und die Transaktivierungsdo-
mäne (hellblau) sind regulatorische Sequenzen, welche für die Regulation der Expression von
Zielgenen wichtig sind. Das Kernlokalisationssignal (NLS: grün) und mögliche Kernexportsignale
(NES: pink) der FOX-Proteine, sowie mögliche Zink-Finger- (dunkelblau) oder Leucin-Zipper-
Domänen (lila) sind im Schema dargestellt. Modifiziert nach Lalmansingh et al. (2012).
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Histon-Deacetylasen erreicht. Die Aktivität und die Lokalisierung in der Zelle wird bei den
FOX-Proteinen durch posttranslationale Modifikationen, wie Phosphorylierung, Acetylierung
und Ubiquitylierung beeinflusst (Yang et al., 2005; van der Horst et al., 2006). Eine Phospho-
rylierung der FOXO-Proteine führt zu einem Export aus dem Zellkern, wohingegen phospho-
rylierte FOXM-Proteine importiert werden. Durch diese posttranslationale Modifikation wird
über die Lokalisierung die Aktivität bestimmt, denn nur im Zellkern lokalisierte FOX-Proteine
fungieren als Transkriptionsfaktoren. Ein Export in das Cytoplasma führt zu einer Deakti-
vierung und oft werden die Proteine durch Proteosomen abgebaut (Brunet et al., 1999; Hu
et al., 2004; Ma et al., 2010).
1.2.1 FOXP-Unterfamilie
Die vier Proteine der FOXP-Unterfamilie (FOXP1-4) sind gekennzeichnet durch zusätzliche
Zink-Finger- und Leucin-Zipper-Domänen am N-Terminus (Shu et al., 2001) (Abb. 1.2). Bei
den meisten Proteinen der FOX -Familie ist die Forkhead-Domäne am N-Terminus gelegen.
Ein weiteres Merkmal der FOXP-Unterfamilie ist die atypisch lokalisierte Forkhead-Domäne
am C-Terminus. Identifiziert wurden Foxp1, Foxp2 und Foxp4 bei einem Screening nach wei-
teren Forkhead-Genen in der murinen Lunge (Shu et al., 2001; Lu et al., 2002). Die Existenz
von FOXP3 wurde aufgedeckt, da Mutationen in diesem Gen in Mäusen und Menschen mit
lymphoproliferativen Erkrankungen gefunden wurden (Brunkow et al., 2001; Bennett et al.,
2001; Wildin et al., 2001).
In einer Vielzahl von Experimenten wurde die Expression der Foxp1-Unterfamilie untersucht.
Foxp1, Foxp2 und Foxp4 werden im murinen Gehirn exprimiert, Foxp3 hingegen nicht. Letz-
teres ist ausschließlich im Immunsystem exprimiert (Brunkow et al., 2001). Außer im Gehirn
werden Foxp1, Foxp2 und Foxp4 auch in anderen Organen, wie der Lunge, dem Herzen
und dem Darm exprimiert. Die Expression der Zielgene der FOXP-Transkriptionsfaktoren
wird in diesen Organen vorwiegend reprimiert. Es gibt Hinweise, dass in wenigen Fällen
die FOXP-Proteine auch indirekt als Aktivatoren wirken können (Wu et al., 2006; Konop-
ka et al., 2009; Zheng et al., 2007). Der Mechanismus der transkriptionellen Repremierung
durch FOXP-Transkriptionsfaktoren wurde bereits entschlüsselt. So wird die Repression der
Zielgene durch die Rekrutierung bestimmter Chromatin-modifizierender Enzymkomplexe er-
reicht. Diese werden von der Zink-Finger- und Leucin-Zipper-Domäne rekrutiert. Die hoch
konservierten Domänen sind somit für die Dimerisierung und die Repression von Bedeutung.
Des Weiteren wird angenommen, dass beide Funktionen zusammenhängen. Die Dimerisierung
der FOXP-Transkriptionsfaktoren führt zu einer veränderten Chromatinstruktur, welche sich
günstig auf die Rekrutierung von Chromatin-modifizierenden Proteinen auswirkt (Shu et al.,
2001; Chae et al., 2006; Li et al., 2007, 2004; Wang et al., 2003). Eine wichtige Rolle spielen
hierbei Histon-Deacetylasen (HDACs). Durch die Rekrutierung der HDACs entfernen diese
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Acetylreste von acetyliertem Lysin der N-terminalen Enden der Histone. Hierdurch kommt es
zur Verdichtung des Chromatins. Denn durch die Deacetylierung des Lysins erhält dieses eine
positive Ladung und somit eine höhere Affinität zu dem negativ geladenen Zucker-Phosphat-
Rückgrat der DNA. Somit verhindert bzw. verschlechtert die erhöhte Packungsdichte des
Chromatins das Binden der Transkriptionsmaschinerie an den Promotor (Li et al., 2004; Jep-
sen et al., 2008; Li et al., 2007).
1.2.2 Der Transkriptionsfaktor FOXP2
FOXP2 ist der bekannteste FOXP-Transkriptionsfaktor. Bereits vor über zehn Jahren wurde
über den Drei-Generationen-Stammbaum der sogenannten KE-Familie berichtet. Die Hälf-
te der Mitglieder dieser Familie leidet unter einer Spachentwicklungsstörung, der verbalen
Entwicklungsdyspraxie (engl.: developmental verbal dyspraxia) (Hurst et al., 1990). Eine ge-
nomweite Untersuchung zeigte, dass alle betroffenen Familienmitglieder eine heterozygote
Missense-Punktmutation im FOXP2 -Gen tragen. Diese Mutation wird in der KE-Familie au-
tosomal dominant vererbt und führt zu einem Arginin zu Histidin Austausch der Aminosäure
553 (R553H) in der Forkhead-Domäne des FOXP2 -Gens (Fisher et al., 1998). In einer ande-
ren Familie wurde eine weitere Punktmutation (R328X) identifiziert. Wie bei der KE-Familie
leiden die betroffenen Familienmitglieder an verbaler Entwicklungsdyspraxie. Diese Nonsense-
Punktmutation führt zu einem verfrühten Stoppcodon. Daher ist es wahrscheinlich, dass diese
stark verkürzten Transkripte durch „nonsense-mediated mRNA decay“ abgebaut werden und
dies zu einer Haploinsuffizienz von FOXP2 führt (MacDermot et al., 2005). Zudem sind
mehrere Translokationen und Deletionen bekannt, die zur Zerstörung des FOXP2 -Gens und
damit zur verbalen Entwicklungsdyspraxie führen (Lai et al., 2001; Zilina et al., 2012; Zees-
man et al., 2006). Obwohl nur ca. 2 % der Patienten mit einer verbalen Entwicklungsdyspraxie
Mutationen im FOXP2 -Gen tragen, ist die Entdeckung der ätiologischen FOXP2 -Mutationen
ein wichtiger Schritt bei der Erforschung der Sprachentwicklung des Menschen (MacDermot
et al., 2005; Fisher, 2007).
Für die Identifizierung der molekularen Mechanismen, welche von Foxp2 im Gehirn reguliert
werden, wurden in verschiedenen Studien Zielgene und Signalwege aufgedeckt. Es konnte
gezeigt werden, dass Foxp2 die Expression des Neurexins „Contactin-associated protein-like
2“ (CNTNAP2) direkt reguliert. Bei Kindern mit expressiven und rezeptiven Sprachdefiziten
(ohne Einschänkungen der Intelligenz) konnten „single nucleotide polymorphisms“ (SNPs) in
Introns des CNTNAP2 -Gens mit Defiziten des Wiederholens von Nonsense-Wörtern assoziiert
werden (Vernes et al., 2008). Zudem konnte von Vernes et al. einen direkten und indirekten
Einfluss von Foxp2 auf die Regulation der Länge und Verzweigung von Neuriten (Zellfortsätze
von Neuronen) zeigen. Somit stellt Foxp2 während der Entwicklung des Nervensystems einen
wichtigen Regulator der neuronalen Netzwerke dar (Vernes et al., 2011).
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1.2.3 Der Transkriptionsfaktor FOXP1
Foxp1 und Foxp2 wurden in der Lunge als transkriptionelle Repressoren identifiziert. Beide
Transkriptionsfaktoren werden zudem während der Entwicklung im Darm, im Herzen und
im Gehirn exprimiert (Shu et al., 2001). Foxp1 und Foxp2 sind während der Gehirnentwick-
lung und im adulten Gehirn im Cortex und Hippocampus differentiell und im Striatum und
Thalamus überlappend exprimiert (Abb. 1.3) (Ferland et al., 2003). Die Koexpression von
Abbildung 1.3: Expression von Foxp1 und Foxp2 während der murinen Gehirnentwicklung.
ISH zeigen die Expression von Foxp1 und Foxp2 an den Entwicklungstagen E12.5, E14.5, E16.5,
E17.5 und P0.5 (Geburt). CC: Corpus callosum; CP: Corticale Platte; DG: Dentaler Gyrus; GE:
ganglionäre Eminenz; HPC: Hippocampus; IZ: Intermediäre Zone; LGE: Laterale ganglionäre
Eminenz; LV: Lateraler Ventrikel; MGE: Mediale ganglionäre Eminenz; THAL: Thalamus; STR:
Striatum; VZ: ventrikuläre Zone. Maßstabsbalken entsprechen 500 µm. Modifiziert nach Ferland
et al. (2003).
Foxp1 und Foxp2 im Striatum und Thalamus lässt vermuten, dass beide Transkriptionsfakto-
ren in diesen Regionen Heterodimere bilden können und somit zusammen Zielgene regulieren
(Wang et al., 2003). Wie bereits erwähnt, führen Mutationen im FOXP2 -Gen zu Sprachent-
wicklungsstörungen. Erste Anzeichen, dass auch FOXP1 in die Sprachenwicklung involviert
ist, lieferte eine 785 kb Deletion der chromosomalen Region 3p14.1p13 bei Patienten mit einer
verzögerten Sprachentwicklung, Kontrakturen, Hypertonie und Blepharophimose. Bei diesen
Patienten sind neben dem FOXP1-Gen noch drei weitere Gene deletiert (EIF4E3, PROK2,
GPR27) (Pariani et al., 2009). Nur wenige Zeit später wurde eine ca. 1 Mb große Deletion
bei einem Patienten mit einer Sprachenwicklungsstörung entdeckt, die zu einer Deletion von
ausschließlich FOXP1 führt. Zusätzlich ist bei diesem Patienten die Grobmotorik beeinträch-
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tigt und der Junge leidet unter einer Chiari-Malformation (Typ 1). Zu diesem Zeitpunkt war
unklar, in wie weit die Haploinsuffizienz von FOXP1 die Grobmotorik und die Sprachentwick-
lung beeinflusst, da diese möglicherweise auch durch die Chiari-Malformation des Patienten
hervorgerufen werden könnte (Carr et al., 2010). Durch die Veröffentlichung drei weiterer
Patienten mit de novo FOXP1-Mutationen konnte jedoch gezeigt werden, dass die Beein-
trächtigung der Grobmotorik und die verzögerte Sprachentwicklung auf die Haploinsuffizienz
von FOXP1 zurückzuführen ist. Bei allen drei Patienten war der Beginn der Sprachentwick-
lung stark verzögert. Erst im Alter von 3,5 Jahren haben die Patienten einzelne Wörter
gesprochen. Zwischen dem 5. und 7. Lebensjahr war eine Wiedergabe von Wortkombinatio-
nen möglich. Der Wortschatz der drei Patienten beschränkt sich auf ca. 100 Wörter. Ähnlich
wie bei den Patienten mit FOXP2 -Mutationen ist die Grammatik und die Artikulierung stark
beeinträchtigt. Jedoch wurde bei den drei Patienten keine verbale Entwicklungsdyspraxie dia-
gnostiziert. Durch nonverbale Intelligenztests konnte festgestellt werden, dass die Patienten
mittelschwer geistig behindert sind. Diese geistige Beeinträchtigung konnte bei Patienten mit
FOXP2 -Mutationen nicht festgestellt werden (Horn et al., 2010). Aber nicht nur Deletionen,
auch Punktmutationen im FOXP1-Gen verursachen einen vergleichbaren Phänotyp (Hamdan
et al., 2010; O’Roak et al., 2011). In der Studie von Hamdan et al. wird von einer de novo
„nonsense“-Mutation (R525X) in der Forkhead-Domäne berichtet. Die Patientin leidet wie
die Patienten aus der Horn et al. Studie unter einer Beeinträchtigung der Grobmotorik und
einer Sprachentwicklungsstörung und geistiger Behinderung (leicht bis mittelschwer). Außer-
dem wurde eine Autismus-Spektrum-Störung diagnostiziert (Hamdan et al., 2010). Dies ist
kein Einzelfall, denn bei drei weiteren Patienten konnte ein autistisches Verhalten festgestellt
werden (Hamdan et al., 2010; O’Roak et al., 2011; Palumbo et al., 2013).
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass im Vergleich zu Patienten mit FOXP2 -Muta-
tionen Patienten mit FOXP1-Mutationen einen umfassenderen kognitiven Phänotyp haben.
Gemeinsam haben jedoch beide Gene, dass ein Defekt zu Sprachentwicklungsstörungen führt.
Mutationen im FOXP2 -Gen führen zur verbalen Entwicklungsdyspraxie, ohne Beeinträchti-
gung anderer kognitiven Fähigkeiten. Hingegen wirken sich Mutationen im FOXP1-Gen glo-
baler auf die Gehirnentwicklung aus. Alle Patienten leiden unter einer beeinträchtigten Grob-
motorik und Sprachentwicklungsstörungen. Durchgeführte nonverbale Intelligenztest zeigen
eine leichte bis mittelschwere geistige Behinderung und in einigen Fällen führt die Haploinsuf-
fizienz von FOXP1 zu Autismus. Die Patienten mit Mutationen im FOXP1-Gen zeigen somit




Geistige Behinderung ist eine Form kognitiver Beeinträchtigung, welche signifikante Einschrän-
kungen intellektueller Fähigkeiten und adaptiver Verhaltensweisen umfasst. Die kognitiven
Beeinträchtigungen der Patienten mit geistiger Behinderung treten vor dem 18. Lebensjahr
auf, wirken sich auf die Entwicklung aus und haben lebenslange Konsequenzen (American
Psychiatric Association und American Psychiatric Association, 2000). Die Schwere der geisti-
gen Behinderung wird über die Ermittlung des Intelligenzquotienten (IQ) bestimmt. Basierend
auf dem IQ klassifiziert man üblicherweise vier Kategorien. Liegt der IQ zwischen 50 und 69,
spricht man von einer leichten Form. Patienten mit einem IQ zwischen 35 und 49 haben eine
mittelschwere Form der geistigen Behinderung. Eine schwere Form wird hingegen diagnosti-
ziert, wenn der IQ zwischen 20 und 34 liegt. Bei einem IQ kleiner als 20 liegt eine tiefgreifende
geistige Behinderung vor. In der westlichen Welt leiden 1,5 bis 2 % der Bevölkerung unter
einer leichten bis mittelschweren geistigen Behinderung. Die Prävalenz für die schwere bis
tiefgreifende Form liegt zwischen 0,3 und 0,5 % (Leonard und Wen, 2002) (Abb. 1.4).
Abbildung 1.4: Merkmale einer geistigen Behinderung.
Bei Patienten mit einer geistigen Behinderung werden vor dem 18. Lebensjahr ein IQ von kleiner
als 70 und Einschränkungen adaptiver Verhaltensweisen festgestellt.
Verursacht wird eine geistige Behinderung durch Umwelt-Einflüsse und genetische Faktoren.
Häufig auftretende Ursachen sind Frühgeburten, pränatale Infektionen, Chromosomenaberra-
tionen, Gendeletionen und Punktmutationen in Genen (Kinsbourne und Graf, 2000). Obwohl
nicht-genetische Faktoren zu geistiger Behinderung führen können, sind bei den meisten Pa-
tienten mit schweren Formen geistiger Behinderung genetische Veränderungen die Ursache.
Es wird geschätzt, dass bei ca. 50 % der Patienten mit geistiger Behinderung eine genetische
Ursache zugrunde liegt (McLaren und Bryson, 1987). Durch neue Methoden wie „Compara-
tive genomic hybridization array“ (CGH-Array) und „Next generation sequencing“ wurden im
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letzten Jahrzehnt eine Vielzahl von Genen aufgedeckt, die im mutierten Zustand zu geistiger
Behinderung führen. Doch trotz dieses Fortschritts sind ca. 60 % der genetischen Ätiologie
von geistiger Behinderung unbekannt (Rauch et al., 2006).
Genetische Formen geistiger Behinderung werden in zwei gängige Kategorien unterteilt. Bei
den syndromalen Formen tritt die geistige Behinderung immer mit anderen Krankheiten auf.
Bei nicht-syndromalen Formen hingegen ist die kognitive Beeinträchtigung die einzige Ma-
nifestation der Krankheit. Das heißt, dass die Patienten keine zusätzlichen klinischen, radio-
logischen oder metabolischen Merkmale aufweisen. Jedoch sind die Grenzen zwischen einer
syndromalen- und nicht-syndromalen Form nicht immer eindeutig. In einigen Fällen kann die
Zuordnung nicht klar getroffen werden, da zusätzliche Auffälligkeiten nicht spezifisch genug
sind, um diese einer anderen Krankheit zuzuordnen (Frints et al., 2002).
1.4 Autismusspektrumstörung
Autismusspektrumstörung ist charakterisiert durch Sprachstörungen, Störungen im sozialen
Umgang und der Kommunikation mit Mitmenschen, sowie durch stereotype Verhaltensweisen
und eingeschränkten Interessen (American Psychiatric Association und American Psychiatric
Association, 2000). Diese ätiologisch und klinisch heterogene Krankheit bricht vor dem 3.
Lebensjahr aus und bleibt meist lebenslang bestehen. Zu Beginn des 20. Jahrhundert wurden
autistische Verhaltensweisen von Kaner, Asperger und Heller als Syndrome beschrieben (Ka-
ner, 1943; Asperger, 1944; Heller, 1908). Autismusspektrumstörungen umfassen eine breite
Spanne autistischer Verhaltensweisen. Diese reicht vom Rett-Syndrom, Asperger-Syndrom,
Heller-Syndrom (Childhood disintegration disorder) bis zum idiopathischen und atypischen
Autismus (Pervasive developmental disorder not otherwise specified) (American Psychiatric
Association und American Psychiatric Association, 2000).
Von Autismusspektrumstörung sind alle ethnischen und sozioökonomischen Gruppen betrof-
fen. Weltweit leiden ca. 0,6 % aller Kinder an dieser Krankheit, wobei Jungen vier Mal so
häufig erkranken wie Mädchen (Lintas und Persico, 2009; Baron-Cohen et al., 2005; El-
sabbagh et al., 2012). Beim Asperger-Syndrom ist das Jungen-zu-Mädchen-Verhältnis mit
11:1 sogar noch drastischer (Gillberg et al., 2006). Eine Hauptursache für Autismusspek-
trumstörungen sind genetische Faktoren. Zu dieser Kenntnis führten zahlreiche Zwillings- und
Familien-Studien, bei denen eine hohe Erblichkeit beobachet wurde (Bailey et al., 1995; Ritvo
et al., 1985; Risch, 1990). Diese Studien zeigten, dass das Wiederholungsrisiko in Familien mit
einem Kind mit Autismusspektrumstörungen bei einem Geschwisterkind ca. 15-20-fach höher
ist, als in der durchschnittlichen Bevölkerung. Die Vererbung von Autismusspektrumstörungen
stimmt nicht mit den mendelschen Regeln überein, sondern entsteht durch das Zusammen-
wirken verschiedener Loci im Genom und Umweltfaktoren (Risch et al., 1999). Obwohl für
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immer mehr Gene und chromosomale Regionen ein Zusammenhang zu Autismusspektrumstö-
rungen gezeigt werden kann, sind viele genetischen Faktoren bis heute noch nicht erforscht.
Durch die derzeit mehr als 100 bekannten Kandidatengene konnten in Neuronen verschiedene
Signalwege identifiziert werden. Interessanterweise betreffen eine Vielzahl der Kandidatengene
Signalwege in glutamatergen Synapsen (Peça und Feng, 2012). Diese Ergebnisse zeigen, dass
trotz der heterogenen genetischen Ursachen von Autismusspektrumstörungen, in den Neuro-
nen überlappende biologische Prozesse gestört werden. Dies bietet somit einen Ansatzpunkt
für mögliche Therapien.
1.5 Genetische Ursachen von Sprachstörungen
Sprache entsteht durch die Interaktion verschiedener Genprodukte im Gehirn. Diese koor-
dinierten Abläufe führen zum Verstehen und zum Benutzen von Wörtern und somit zur
Kommunikation mit anderen Menschen (Simms, 2007). Sprachentwicklungsstörungen um-
fassen Schwierigkeiten bei der Aufnahme und Wiedergabe von Phrasen und Sätzen, sowie
der Wortartikulation und der Wortverständlichkeit. Die Ätiologien dieser Störungen variieren
und können durch verschiedene Faktoren beeinträchtigt werden. In den letzten Jahrzehn-
ten haben Wissenschaftler genetische Risikofaktoren identifiziert, welchen eine Rolle in der
Ätiologie von Sprachstörungen zuzuschreiben ist. In diesen Studien konnte gezeigt werden,
dass Sprachentwicklungsstörungen vererbt werden und es häufig zu familiären Aggregationen
kommt (Barry et al., 2007; Clark et al., 2007; Conti-Ramsden et al., 2007; Lewis et al.,
2007). Unterteilt werden Sprachentwicklungsstörungen in vier Kategorien: Stottern, verbale
Entwicklungsdyspraxie (engl.: developmental verbal dyspraxia: DVD), spezifische Sprachent-
wicklungsstörung (engl.: specific language impairments: SLI) und Legasthenie. Eine häufige
Form von Sprachstörung ist das Stottern. Hierbei wird durch unkontrollierbare Wiederholun-
gen oder Verlängerungen von Wörtern oder Silben sowie durch Sprachpausen der Sprachfluss
unterbrochen. Typischerweise beginnt das Stottern zwischen dem zweiten und vierten Lebens-
jahr und tritt bei ungefähr 5 % der Bevölkerung auf. Bei 75-80 % der Betroffenen legt sich das
Stottern nach einigen Jahren (Bloodstein, 2008). Über genetische Risikofaktoren ist bisher
nicht viel bekannt. Es wurden jedoch bei mehreren nicht verwandten Patienten Mutationen
in den Genen GNPTAB (N-Acetylglukosamin-1-Phosphat Transferase, Gamma Untereinheit)
und NAGPA (N-Acetylglucosamin-1-Phosphodiester Alpha-N-Acetylglukosaminidase) identif-
ziert (Kang et al., 2010). Daher sind diese beiden Gene zwei vielversprechende Kandidaten-
gene. Das erste Gen, für welches gezeigt werden konnte, dass es für die Sprachentwicklung
essentiell ist, ist FOXP2. Individuen mit heterozygoten Mutationen im FOXP2 -Gen haben
Schwierigkeiten bei der Artikulation von Sätzen (Hurst et al., 1990). Diese Sprachstörung
wird als verbale Entwicklungsdyspraxie bezeichnet und ist charakterisiert durch Schwierigkei-
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ten bei der Kontrolle der orofazialen Muskeln, welche zu einer defizitären Aussprache führen.
Spezifische Sprachentwicklungsstörungen (engl.: specific language impairments: SLI) umfas-
sen einen verzögerten oder abweichenden Erwerb der Sprache, bei dem die Aussprache und
Aufnahme von Sprache gestört sind (Tomblin et al., 1997). Genetische Faktoren spielen bei
dieser Sprachstörung eine entscheidende Rolle. In Studien wurden Mutationen in dem Zielgen
CNTNAP2 (Contactin-associated protein-like 2) von FOXP2 mit spezifische Sprachentwick-
lungsstörungen assoziiert (Vernes et al., 2008). Genetische Studien zu Legasthenie schlagen
ROBO1 (Roundabout homolog 1), DCDC2 (Doublecortin domain-containing protein 2) und
KIAA0319 als potentielle Kandidatengene vor (Hannula-Jouppi et al., 2005; Harold et al.,
2006; Meng et al., 2005). Legasthenie ist eine Sprachstörung, bei der die betroffenen Kinder
trotz normaler Bildung und Intelligenz Schwierigkeiten beim Lesen und der Rechtschreibung
haben. Es wird vermutet, dass Defizite der Sprachverarbeitung, wie die Wahrnehmung von
Sprachgeräuschen, Hauptursache dieser Krankheit sind (Fisher und DeFries, 2002; Morris
et al., 1998; Snowling, 2001). Da Legasthenie jedoch häufig durch Aufmerksamkeitsdefizit
und Hyperaktivitätsstörungen sowie spezifische Sprachentwicklungsstörungen begleitet wird,
ist eine klare Definition oft schwierig (Willcutt et al., 2005; Bishop und Snowling, 2004).
1.6 Zielsetzung der Arbeit
Während der Gehirnentwicklung des Menschen spielt der Transkriptionsfaktor FOXP1 eine
wichtige Rolle. In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass durch eine Haploinsuf-
fizienz von FOXP1 die Sprachentwicklung, die Intelligenz und die Grobmotorik beeinträch-
tigt wird. Zudem kann ein heterozygoter Verlust des FOXP1-Gens zu Autismus-Spektrum-
Störungen führen (Carr et al., 2010; Horn et al., 2010; Hamdan et al., 2010; O’Roak et al.,
2011; Palumbo et al., 2013). Obwohl diese Studien zeigen, dass FOXP1 in die Ätiologie
verschiedener kognitiver Krankheiten involviert ist, ist die Rolle von FOXP1 während der Ge-
hirnentwicklung immer noch unklar.
Um ein besseres Verständnis über die Rolle von FOXP1 im Gehirn zu erhalten, war das Ziel
der vorliegenden Arbeit, Zielgene von Foxp1 zu identifizieren und zu charakterisieren. Für die-
se Studien wurden verschiede embryonale Entwicklungsstadien der konditionellen Foxp1−/−-
Mauslinie verwendet, bei der die Expression von Foxp1 durch Verpaarung mit der Nestin-Cre-
Mauslinie Gehirn-spezifisch ausgeschaltet wurde. Des Weiteren wurden Wildtyp Mausgehirne
und humane und murine Neuroblastoma-Zelllinien verwendet.
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Material
2.1 Puffer, Medien und Lösungen
2.1.1 Selbst hergestellte Puffer, Medien und Lösungen
Allgemein





ad 1 l ddH2O
1x TBS-T
1x PBS + 0,1% Tween 20
10x-Genotypisierungs Puffer
750 mM Tris-HCl, pH 9,0
200 mM (NH4)2SO4




10 mM Tris-HCl, pH 7,6
0,15 % Orange G (Fluka)






Nährmedien und Zusätze für Bakterienkulturen
LB-Agar (1,5 %)
LB-Medium (1 l)
15 g Bacto-Agar (BD)
LB-Medium
10 g Trypton (BD)
5 g Hefeextrakt (BD)
10 g NaCl







5 g Bacto-Hefe Extrakt
ad 1 l ddH2O
Ampicillin (Roth)
50 mg/ml in Ethanol lösen und sterilfiltrieren (Endkonzentration: 50 µg/ml)
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IPTG/X-Gal-Platten
800 µl IPTG (100 mM)
2 ml X-Gal (20 mg/ml)
1 ml Ampicillin (50 mg/ml)
ad 1 l LB-Agar (1,5 %)
ChIP Experimente
Modifizierter RIPA Puffer










50 mM Tris-HCl, pH 8,5
10 mM EDTA
1% SDS
Frisch hinzugeben: Protease Inhibitor Cocktail (1 µl/1ml) (Serva)
TE Puffer
10 mM Tris-HCl, pH 7,5
1 mM EDTA
Elutionspuffer




RNA in situ Hybridisierung
20x SSC
3 M NaCl
0,3 M Sodium Citrate
ad 1 l ddH2O





2 % BSA (ICN 810661)
2 % Polyvinylpyrrolidone (PVP-40)




0,3 mg/ml Yeast tRNA
0,1 mg/ml Heparin
1x Denhardts Lösung
0,1 % Tween 20
5 mM EDTA in ddH2O
ad 50 ml ddH2O
Kammerpuffer
50 % Formamid
5 x SSC in ddH2O
alkalischer Phosphatase-Puffer
100 mM Tris-HCl, pH 9,5
50 mM MgCl2
100 mM NaCl
0,1 % TWEEN 20





0,1 % Tween 20
in PBS ansetzten
2.1.2 Medien und Lösungen für die Zellkultur
- Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) high Glucose (Life Technologies)
- Opti-MEM Reduced Serum Medium with GlutaMAX (Life Technologies)
- Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS) (Life Technologies)
- Fetal Bovine Serum Gold (PAA)
- PenStrep-Lösung, Penicillin (100 U/ml)/ Streptamycin (100 µg/ml) (Life Technologies)
- L-Glutamine, 100x (Life Technologies)
- MEM-NEAA, 100x (Life Technologies)
- PBS, pH 7,2 (Life Technologies)
- Trypsin-EDTA, 0,05 % (Life Technologies)
2.2 Reagenzien und Kits
Kits zur DNA-Isolierung und Aufreinigung
- illustra plasmidPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare)
- MinElute Reaction Cleanup Kit (Qiagen)
- MinElute PCR Purification Kit (Qiagen)
- MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen)
- PureLink HiPure Plasmid Midiprep Kit (Life Technologies)
Kits und Enzyme für PCRs
- Taq DNA Polymerase mit ThermoPol Puffer, für Standard PCRs, Colony PCRs und
Genotypisierungs-PCRs (New England Biolabs)
- Phusion Hot Start II DNA Polymerase, für Klonierungen (Thermo Scientific (F-549L))
- FideliTaq DNA Polymerase, für Klonierungen und semiquantitative PCRs (USB)
- SensiFAST SYBR No-ROX Mix, für qPCRs (Bioline)
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Kits und Enzyme zur Klonierung von DNA-Fragmenten
- pSTBlue-1 AccepTor Vector Kit (Novagen/Merck)
- Restriktionsenzyme und Puffer (Fermentas)
- T4 DNA-Ligase (Promega)
Kits und Enzyme zur Sequenzierung
- Exonuclease I (Fermentas)
- FastAP Thermosensitive Alkalische Phosphatase (Fermentas)
- TempliPhi-Kits (GE Healthcare)
- DYEnamic ET Dye Terminator Kit (GE Healthcare)
Reagenz zur RNA-Isolierung und Aufreinigung
- TRIzol Reagent (Life Technologies)
Kit zur cDNA-Synthese
- DIG RNA Labeling Mix (Roche)
Kits zur in vitro RNA-Synthese
- DIG RNA Labeling Mix (Roche)
- MEGAscript T7 Kit (Ambion)
- MEGAscript SP6 Kit (Ambion)
Kits und Reagenzien zur Transfektion von eukaryotischen Zellen
- Lipofectamine2000 (Life Technologies)
- Lipofectamine RNAiMAX (Life Technologies)
Kit zur Messung der Luciferase-Aktivität in eukaryotischen Zellen
- Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega)
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2.3 Oligonukleotide
Tabelle 2.1: Verwendete PCR-Primer.



















Klonierung in pST Blue-1




Tabelle 2.2: Primer für semiquantitative und quantitative PCRs.

































Tabelle 2.3: siRNAs (Stealth Select RNAi siRNAs; Life Technologies).







Tabelle 2.4: Verwendete Vektoren.
Bezeichnung Hersteller Anwendung
pcDNA3 Life Technologies Expression
pGL3 basic Promega Luciferase-Assay
pRL-TK Promega Luciferase-Assay
pSTBlue-1 Novagen in vitro  Transkription
2.5 Antikörper
Tabelle 2.5: Primärantikörper.
Antikörper Spezifität Tier Hersteller Katalognummer
Anti-Chrna4






Anti-Digoxigenin-AP Schaf Digoxigenin Roche 11 093 274 910
Anti-Foxp1 Mensch, Maus, Ratte Kaninchen Abcam ab16645
Anti-Foxp1 (JC12) Mensch, Maus Maus Abcam ab32010
Anti-RNA Polymerase II, 
CTD (8WG16)
Mensch, Maus, Hefe Maus Millipore 05-952
IgG Mensch unspezifisch Sigma I2511
Tabelle 2.6: Sekundärantikörper.
Antikörper Tier Konjugat Hersteller Katalognummer
Anti-Maus IgG (H+L) Esel Alexa Fluor 488 Life Technologies A11029
Anti-Kaninchen IgG (H+L) Esel Alexa Fluor 568 Life Technologies A11036
2.6 Bakterienstämme
- Escherichia coli NovaBlue (Novagen)
- Escherichia coli MAX Efficiency DH5α-T1 (Life Technologies)
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2.7 Datenbanken, Internetressourcen und Software
- Allen brain atlas (http://www.brain-map.org/)
- ECR-Browser (http://ecrbrowser.dcode.org/)
- Ensembl Genome Browser (http://www.ensembl.org/index.html)
- GelQuant.NET, Version 1.8.2 (BiochemLabSolutions.com)
- Gene Ontology-Datenbank (http://www.geneontology.org/)
- Geneious Basic, Version 4.8.3 (Biomatters)
- UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/)
- GraphPad Prism 5, Version 5 (GraphPad Software)
- ImageJ, Version 1.42g (National Institute of Health, USA)
- KEGG-Datenbank (http://www.genome.jp/kegg/)
- MikroWin 2000, Version 4 (Mikrotek)
- National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
- NEBcutter V2.0 (http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php)
- NIS-Elements Software, Version 4 (Nikon)
- NIS-Elements Viewer, Version 3.2 (Nikon)




3.1.1 Plasmidextraktion aus Bakterien
Plasmid-tragende Bakterien wurde in 150 ml (Midiprep) oder 5 ml (Miniprep) LB-Medium
angeimpft und 12 – 16 Stunden (h) bei 37 °C (200 rpm) inkubiert. Die Isolation der Plasmid-
DNA wurde mit Kits (Kapitel 2.2) über Säulen nach Herstellerangaben durchgeführt. Die
Konzentration und Reinheit der DNA wurde mittels photometrischer Messungen (Nanodrop
ND-1000 Spektrophotometer; Thermo Scientific) bestimmt.
3.1.2 Auftrennung von DNA durch Agarose-Gelelektrophorese
Nukleinsäuren wurden für analytische Zwecke durch Elektrophorese in horizontalen Agarose-
Gelen der Größe nach aufgetrennt. Die DNA wandert hierbei auf Grund ihrer negativen Net-
toladung zur Anode. Kleine Fragmente können sich im Gel schneller bewegen als große,
hierdurch wird eine Auftrennung nach der Größe erreicht. Die Agarosekonzentration variierte
zwischen 1 – 2 % (w/v). Agarose wurde in 1x TAE gelöst und aufgekocht. Nach der Ab-
kühlung auf ca. 60 °C wurde Ethidiumbromid (1 µg/ml Endkonzentration) hinzugegeben und
das Gel gegossen. Vor dem Auftragen auf das Gel wurden die DNA-Proben mit 1/6 Volumen
OrangeG-Probenpuffer versetzt. Die Elektrophorese wurde mit 1x TAE als Elektrophorese-
puffer bei Spannungen zwischen 60 und 140 V durchgeführt. Durch die Interkalierung des
Fluoreszenzfarbstoffes Ethidiumbromid in die DNA-Fragmente konnte die Auftrennung dieser
anschließend unter einem UV-Transilluminator (Quantum-ST4; PEQLAB) kontrolliert und
dokumentiert werden.
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3.1.3 Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR)
Die Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) ist eine Methode zur enzy-
matischen Amplifikation von DNA-Sequenzen spezifischer Länge und Sequenz in vitro. Das
Prinzip der DNA-Amplifikation besteht hierbei aus 3 Schritten:
1. Denaturierung der DNA durch Erhitzen auf 94 °C.
2. Anlagern (Annealing) von zwei Oligonukleotidprimern an die Einzelstrang-DNA (Tem-
plate) bei der spezifischen Anlagerungstemperatur TA der Primer.
3. Die Elongation der Primer erfolgt in 5’ → 3’-Richtung durch eine hitzestabile Poly-
merase (z.B. Taq-Polymerase aus Thermus aquaticus). Das Anhängen neuer dNTPs
an das freie 3’-OH-Ende führt zur Synthese von komplementären DNA-Strängen. Die
durchschnittliche Syntheseleistung der Taq-DNA-Polymerase beträgt dabei 1 kb/min.
Diese drei Schritte bilden einen PCR-Zyklus. Mit jedem Zyklus verdoppelt sich die DNA-
Menge der zu amplifizierenden Sequenz, wodurch diese exponentiell mit der Zahl der Zyklen
ansteigt. Zur Amplifizierung von DNA für verschiedene Zwecke wie z.B. für Genotypisierung,
Klonierung oder Kolonie-PCRs wurden „epgradient Mastercycler“ (Eppendorf) verwendet.
Allgemeine Reaktionsbedingungen waren wie folgt:
10 x PCR-Puffer 2,5 µl
dNTP-Mix (25 nM) 0,3 µl
Primer for (10 µM) 0,5 µl
Primer rev (10 µM) 0,5 µl




Zu jeder PCR wurde eine Negativkontrolle (Ansatz mit 1 µl ddH2O, statt 1 µl Template-
DNA) angesetzt.
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Alle PCR- Standardprogramme leiteten sich von folgendem Schema ab:
Initiale Denaturierung 95 °C 5 min
Denaturierung 94 °C 30 sec
Primeranlagerung TA 30 sec 25-40 Zyklen
Elongation 72 °C 1min/kb
Abschließende Elongation 72 °C 5 min
Abkühlen 4 °C ∞
Die Dauer der Elongation richtete sich je nach der Größe der zu amplifizierenden Sequenz.
Standardmäßig wurden die Primer für die PCR so gestaltet, dass eine Annealing-Temperatur
(TA) von 60 °C angewendet werden konnte.
Alle PCRs wurden in 0,2 ml PCR-Gefäßen (Biozym) angesetzt.
3.1.4 Sequenzierung: Mega BACE
Die in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Sequenzierungen basieren auf dem Prinzip der
Kettenabbruch-Reaktion durch Didesoxynukleotid-Zugabe nach Sanger.
Didesoxynukleotide besitzen keine 3’-Hydroxylgruppe. Daher führt der Einbau eines Dides-
oxynukleotids zum Abbruch der Synthese des DNA-Stranges. Bei der Sequenzierungs-PCR,
dem sogenannten Cycle Sequencing, werden neben Desoxynukleotiden geringe Mengen von
fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotiden eingesetzt. Die Abbruchreaktionen führen zu ei-
nem heterogenen PCR-Produkt, in dem DNA-Fragmente verschiedenster Größe vorliegen, die
jeweils durch das zuletzt eingebaute Didesoxynukleotid fluoreszenzmarkiert sind.
In automatischen Sequenziergeräten werden die Fragmente über ein Gel ihrer Größe nach auf-
getrennt und der jeweilige Farbstoff, der eine der vier Basen der DNA anzeigt, mittels Laser
detektiert. Aus den so ermittelten Daten lässt sich auf die Basensequenz des untersuchten
DNA-Stückes schließen.
Experimentelle Durchführung:
Die zu sequenzierende Sequenz wurde in einer PCR mit der Taq-DNA-Polymerase amplifi-
ziert. Die PCR-Produkte wurden mittels Exonuklease I (ExoI) und Thermosensitive Alkaline
Phosphatase (FastAP) aufgereinigt. Während Exonuklease I den Abbau von Nukleotiden ein-




FastAP (1 U/µl) 0,5µl
ExoI (20 U/µl) 0,25µl
ddH2O 0,75µl∑
4µl









Denaturierung 94 °C 20 sec
Primeranlagerung 60 °C 60 sec 25 Zyklen
Abkühlen 4 °C ∞
Nach Beendigung der Sequenzierreaktion wurden je 15 µl ddH2O zu den Proben hinzu gege-
ben. Das Endvolumen der Sequenzierreaktion betrug somit 20 µl. Die Aufreinigung der Se-
quenzierreaktion geschah mit Hilfe von Sephadex-G50 in Millipore Multiscreen-HV-Platten.
Dabei werden nicht eingebaute Didesoxynukleotide, überschüssige Primer und Polymerase
von den eigentlichen Sequenzierprodukten entfernt. Hierfür wurde eine 96-Loch-Multiscreen-
HV-Platte mit Sephadex-G50-Pulver befüllt. In jedes Loch wurden 300 µl ddH2O zugegeben
und für 3 h bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Anschließend wurde die Flüssigkeit bei
910 x g für 5 min abzentrifugiert. Die dabei austretende Flüssigkeit wurde von einer her-
kömmlichen 96-Loch-Platte aufgefangen. Erneut wurde 150 µl ddH2O pro Loch zugegeben.
Die Flüssigkeit wurde bei 910 x g für 5 min abzentrifugiert. Hiernach wurde die vorbehandelte
MultiScreen-Platte mit der Sequenzierreaktion beladen und bei 910 x g für 5 min zentrifugiert.
Das entstehende Eluat (=aufgereinigte Sequenzierreaktion) wurde in einer frischen 96-Loch-
Platte aufgefangen. Die technische Bedienung des MegaBACE100-Sequenziergerätes erfolgte
nach den Herstellerangaben.
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Die Sequenzierungen wurden standardmäßig unter folgenden Bedingungen durchgeführt:
- Injektion der Proben: 3,5 kV für 30 sec
- Lauf: 9 kV für 150 min, Temperatur 44 °C
- Puffer: 1x LPA-Puffer
Die erhaltenen Sequenzen wurden mit Hilfe der Geneious Basic Software ausgewertet.
3.1.5 Klonierung
Restriktionsverdau
Die erforderliche Menge Plasmid-DNA bzw. die Gesamtmenge einer PCR-Amplifikation wur-
den in dem vom Hersteller empfohlenen Reaktionspuffer unter Zusatz der entsprechenden
FastDigest-Restriktionsenzyme (Fermentas) für 1 h bei 37 °C inkubiert. Die anschließende
Aufreinigung erfolgte mit dem MinElute PCR Purification Kit (Qiagen).
Ligation von DNA-Fragmenten
Zur gerichteten Klonierung von Plasmid- und Expressionskonstrukten wurden die mit Restrik-
tionsenzymen behandelten Vektoren und PCR-Produkte oder DNA-Fragmente (Insert-DNA)
unter Verwendung der T4 DNA-Ligase (Promega) miteinander ligiert. Die Vektor-DNA wurde
mit dreifach molarem Überschuss an Insert-DNA in einem Gesamtvolumen von 20 µl 3 h bei
RT inkubiert.
Ligationsansatz:
Linearisierter Vektor 100 ng
Insert-DNA 3-fache molare Menge
10 x T4 DNA-Ligase Puffer 2µl
T4 DNA-Ligase 1 µl
ddH2O ad 20 µl
Transformation von Bakterienzellen durch Hitzeschock
Zur Transformation von DNA in Bakterien ist es notwendig, die Zellwand und die Cyto-
plasmamembran vorab zu permeabilisieren. Hierfür wurden chemisch kompetente Bakterien
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verwendet, in welche die gewünschte Plasmid-DNA mittels Hitzeschock wie folgt eingeschleust
wurde:
- Chemisch kompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut.
- 2 µl Ligationsprodukt wurden hinzugegeben und auf Eis für 30 min inkubiert.
- Hitzeschock bei 42 °C für 30 sec und es folgte eine Inkubation für weitere 2 Minuten
auf Eis.
- 250 µl SOC-Medium wurden hinzugegeben und für 1 h bei 37 °C im Schüttelheizblock
inkubiert.
- 50-150 µl des Ansatzes wurden auf LB-Agar-Platten mit Ampicillin und bei gewünschter
Blau-Weiß-Selektion mit IPTG und X-Gal ausplattiert. Die Platten wurden bei 37 °C
über Nacht inkubiert.
Anschließend wurde der Erfolg der Ligation und Transformation mittels Kolonie-PCR über-
prüft, bei der Bakterienklone als Template verwendet wurden.
Herstellung von Bakterien-Glycerinstocks
Bakterienzellen können in Glycerin bei -80 °C gelagert werden. Hierfür werden 700 µl ei-
ner frischen Bakterien-Übernachtkultur mit 300 µl sterilem Glycerin vermischt, in flüssigem
Stickstoff schockgefroren und anschließend bei -80 °C gelagert.
3.2 RNA-basierte Methoden
3.2.1 Isolierung von RNA aus Zellen und Geweben
Gesamt-RNA aus kultivierten Zellen oder embryonalen Geweben wurde mit TRIzol (Life Tech-
nologies) isoliert. Alle RNAs wurden DNaseI verdaut (Ambion) und anschließend spektrome-
trisch mit dem Nanodrop ND-1000 Spektrophotometer (Thermo Scientific) auf Reinheit und
Konzentration überprüft.
3.2.2 cDNA-Synthese
Die Umschreibung der RNA in cDNA wurde mit dem GoScript Reverse Transcription Sys-
tem (Promega) durchgeführt. Als Primer wurden hierbei Random Hexamere und Oligo(dT)15
verwendet, die an die gesamte zelluläre RNA binden. Somit kann die gesamte zelluläre RNA
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durch die reversen Transkriptase (eine RNA-abhängige DNA- Polymerase) in cDNA umge-
schrieben werden.
Experimentelle Durchführung:
RNA (1 µg/Reaktion) x µl
Primer (Oligo(dT)15) [500 µg/ml] 0,5 µl
Random Primer [500 µg/ml] 0,5 µl
ddH2O ad 5 µl
Inkubation:
70 °C 5 min
Eis 5 min
GoScript 5X Reaction Buffer 4,0 µl
MgCl2 (2 mM) 1,2 µl
dNTP Mix 1,0 µl
RNasin Ribonuclease Inhibitor [40 U/µl] 0,5 µl
GoScript Reverse Transcriptase 1,0 µl
ddH2O ad 15 µl
Inkubation:
25 °C 5 min
42 °C 1 h
70 °C 15 min
3.2.3 Quantitative Real-Time-PCR (qPCR)
Die quantitative Expressionsanalyse beruht auf dem Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion.
Die Quantifizierung der neu synthetisierten doppelsträngigen Nukleinsäure-Moleküle erfolgt
durch Fluoreszenzfarbstoffe (z.B.: SYBR Green), die in die DNA eingelagert werden. Die Fluo-
reszenz nimmt dabei im Laufe der PCR proportional zur Menge an vorliegendem PCR-Produkt
zu. In der so genannten quantitativen-Real-Time-PCR wird der Verlauf der Amplifikation in
Echtzeit detektiert und gleichzeitig vom Gerät aufgezeichnet. Die Software erstellt dabei eine
Grafik, in der der jeweilige PCR-Zyklus (x-Achse) gegen die ermittelte Fluoreszenz (y-Achse)




Zur quantitativen Bestimmung der Menge eines Transkriptes in cDNA-Proben wurden qPCRs
durchgeführt, bei denen der Real-Time Thermocycler qTOWER (Analytik Jena) in Echtzeit
die DNA-Amplifikation detektiert. Alle Proben wurden in Duplikaten gemessen. Die relativen
Expressionswerte verschiedener Transkripte wurden entsprechend der delta-delta-Ct-Methode
durch Normalisierung auf mehrere „Housekeeping-Gene“ (Sdha, Hprt1) ermittelt. Alle einge-
setzten Primerpaare wurden vor Verwendung getestet und auf ihre Eignung für qPCR geprüft.
Reaktionsansatz:
2 x SensiFAST SYBR No-ROX Mix 5 µl
Primermix for/rev (je 10 µM) 0,2 µl
cDNA 1 µl
ddH2O ad 10 µl
PCR-Programm:
Initiale Denaturierung 95 °C 3 min
Denaturierung 95 °C 15 sec
Elongation 60 °C 1 min 40 Zyklen
Schmelzkurve 60-95 °C 6 sec ∆T 1 °C
3.2.4 RNA in situ Hybridisierung (ISH)
Die Methode der RNA in situ Hybridisierung (ISH) ermöglicht den Nachweis von endogener
RNA in Geweben. Das Prinzip beruht auf der Hybridisierung von einzelsträngiger, markier-
ter (Digoxigenin) antisense-RNA-Sonden mit komplementärer endogener RNA. Durch die
Bindung eines Digoxigenin-spezifischen Antikörpers (Anti-Digoxigenin-AP), welcher mit ei-
ner alkalischen Phosphatase konjugiert ist, wird nach Zugabe des entsprechenden Substrates
(NBT-BCIP) eine farbliche Präzipitation (blau) detektiert. Somit kann die Expression spezi-
fisch nachgewiesen werden. In der vorliegenden Arbeit wurden dafür Gefrierschnitte muriner
Gehirne (E13-E16) verwendet.
Experimentelle Durchführung:
- Gefrierschnitte wurden für 10 min getrocknet
- 20 min in 4 % DEPC-PBS fixiert
- 2x 5 min in DEPC-PBS gewaschen
- Proteinase K-Behandlung: 10 µg/ml Proteinase K in PBS für 15-45 min
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- 1x in DEPC-PBS gewaschen
- 15 min in 4 % DEPC-PBS fixiert
- 1x in DEPC-H2O gewaschen
- Schnitte wurden für 10 min in 0,1M RNAse-freiem Triethanolamin-HCl (pH 8,0) +
200 µl Acetanhydrid inkubiert
- 1x in DEPC-PBS gewaschen
Prä-Hybridisierung:
- Zugabe von Hybridisierungs-Puffer
- 3-4 h Inkubation bei 65 °C
Hybridisierung:
- Sonden wurden 1:800 in Hybridisierungs-Puffer verdünnt
- Über Nacht bei 65 °C inkubiert
- In 2x SSC bei 65 °C für 15 min gewaschen
- In 2x SSC bei RT für 15 min gewaschen
RNAase Verdau:
- RNAse A [10 µg/ml] und [1 mU/ml] RNase T1 wurden in 2x SSC verdünnt
- Schnitte wurden bei 37 °C für 45 min inkubiert
- 2x in 2x SSC bei RT für 5 min gewaschen
- 2x in 2x SSC bei 65 °C für 30 min gewaschen
- In 2x SSC bei RT für 2 min gewaschen
- 2x in PBT bei RT für 20 min gewaschen
- 45 min in PBT mit 10 % Pferdeserum geblockt
- Anti-DIG-Antikörper wurde 1:2000 in PBT mit 10 % Pferdeserum verdünnt
- Über Nacht bei 4 °C inkubiert
- 3x mit PBT bei RT für 20 min gewaschen
- 2x in Alkalischen Phosphatase-Puffer für 5 min gewaschen
- NBT/BCIP wurde 1:100 in Alkalischen Phosphatase-Puffer verdünnt
- 8-12h bei RT entwickelt (Farbreaktion), bis die gewünschte Farbintensität erreicht war
- 2x mit PBS bei RT gewaschen
- 2x mit H2O bei RT gewaschen
- Getrocknete Schnitte wurden mit Kaisers Glyceringelatine (Merck) eingedeckt und bei
RT gelagert
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3.2.5 Genexpressionsanalysen mittels Affymetrix GeneChip Array
Technologie
Zur Identifizierung potentieller Zielgene von Foxp1 wurde die Expression von Genen in Zellen
mit einer normalen Foxp1 Expression mit Zellen, in denen die Foxp1 Expression herunterre-
guliert war, mittels Affymetrix GeneChips verglichen. Dabei wurden zwei Screening-Ansätze
durchgeführt.
Im ersten Ansatz wurde die Expression von FOXP1 in humanen SH-SY5Y Zellen durch
FOXP1-spezifische siRNAs (#1 und #3) herunterreguliert und mit Zellen verglichen, wel-
che mit Kontroll-siRNAs (scrambled siRNAs) transfiziert waren. Hierbei wurde jeweils RNA
von zwei unabhängigen Experimenten gepoolt. Die Genexpression dieser RNAs wurde mittels
der Human Genome U133 Plus 2.0 Arrays (Affymetrix) verglichen.
Für einen weiteren Screening-Ansatz wurde RNA aus Vorderhirnen von E16 Embryonen der
Foxp1 Knockout-Mauslinie (Foxp1−/−-Mauslinie) verwendet. Die Expression von Foxp1 be-
ginnt nach 13 Tagen embryonaler Entwicklung (E13). Für die Identifizierung von Genen, die
differenziell in Vorderhirnen von Embryonen der Foxp1−/−-Mauslinie exprimiert sind, wurde
das Entwicklungsstadium E16 ausgewählt. Zu diesem Zeitpunkt ist Foxp1 stark im Cortex
und Striatum exprimiert. Insgesamt wurde die Genexpression von zwei Würfen (drei Wildtyp
(wt) und drei KO Embryonen) auf Mouse Gene 1.1 ST Array (Affymetrix) verglichen.
Die Durchführung der Microarray-Experimente, sowie die Auswertung erfolgte in Zusammen-
arbeit mit Prof. Dr. Norbert Gretz vom Zentrum für Medizinische Forschung der Medizi-
nischen Fakultät Mannheim. Für die cDNA und cRNA Synthese wurden das SuperScript
Choice System (Life Technologies), das ENZO BioArray HighYield RNA Transcript Labeling
Kit (EnzoLifeSciences) und CHROMA SPIN-100 columns (Clontech) verwendet. Die cRNA
wurde nach einem von Affymetrix definierten Protokoll fragmentiert und auf die Affymetrix
GeneChips hybridisiert. Durch die Anwendung von biotinyliertem Anti-Streptavidin-Antikörper
und einer anschließenden Inkubation in Streptavidin-Phycoerythrin wurde die Intensität der
Signale verstärkt. Für die Erfassung der Signale wurden die Microarrays mit dem Affymetrix
Scanner und der Affymetrix Microarray Suite Software eingelesen. Die statistische Analyse




Zur Identifizierung von Bindungsstellen von Foxp1 im Mausgenom wurden Chromatin-Immu-
nopräzipitationen-Experimente (ChIP-Experimente) durchgeführt. Diese Methode ermöglichte
es, die Interaktion von Proteinen mit der DNA in vivo zu analysieren. Die Durchführung von
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ChIP-Experimenten erfolgte in drei Schritten. Im ersten Schritt wurden die an die DNA ge-
bundenen Proteine mit dieser durch Formaldehyd vernetzt (Crosslinking). Anschließend wur-
de das Chromatin mittels Ultraschall zerkleinert (Sonifizierung). Im nächsten Schritt wurde
Foxp1 mit einem Foxp1-Antikörper (ab16645, Abcam) immunopräzipitiert (Immunopräzipi-
tation (IP)) (Gabut et al., 2011). Zum Schluss wurden die DNA-Protein-Komplexe getrennt
(Reverse Crosslinking) und die DNA aufgereinigt. Als Negativkontrolle wurde humanes IgG
(Sigma) verwendet.
Anschließend wurde die aus den ChIP-Experimenten gewonnene DNA in PCRs mit spezifi-
schen Primern (gerichtet gegen die zu untersuchenden Promotorsequenzen) eingesetzt und
so Bindungsstellen von Foxp1 analysiert.
Für die ChIP-Experimente wurde Vorderhirn-Gewebe von Wildtyp-Embryonen verwendet. Wie
auch bei den Genexpressionsanalysen wurde auf Grund der starken Foxp1-Expression im Cor-
tex und Striatum das Entwicklungsstadium E16 gewählt. Bei dem folgenden Protokoll wurden
für jede Immunopräzipitation zwei Vorderhirne des Entwicklungsstadiums E16 verwendet.
Experimentelle Durchführung:
Bindung der Antikörper an Magnetkügelchen
- 100 µl Dynabeads Protein A/G wurden (pro Immunopräzipitation) 2x in 300 µl 2 %
BSA/PBS-Lösung gewaschen
- Magnetkügelchen (Protein A/G Mag Beads, Gen Script) wurden 10 min in 500 µl 2 %
BSA/PBS-Lösung inkubiert (Drehrad)
- 5 µg Antikörper wurden in 500 µl 2 % BSA/PBS-Lösung gelöst und zu den Magnet-
kügelchen gegeben
- Anschließend wurde 4 h bei RT inkubiert (Drehrad)
Sezernierung und Dissoziation von E16 Vorderhirnen
- Pro 2 ml Reaktionsgefäß wurden 4 sezernierte Vorderhirne in 0,5 ml PBS mit einem
Douncer zerkleinert
- Anschließend wurden die Zellen durch Pipettieren (abgeschnittene 1 ml Spitze) disso-
ziiert
Crosslinking
- Es wurden 20 µl 37 % Formaldehyd (Endkonzentration 1 %) zu den ca. 700 µl Zellsus-
pension (durch die Zugabe von 4 Vorderhirne wird das Volumen um ca. 200 µl erhöht)
gegeben
- Anschließend wurde 15 min bei RT inkubiert (Drehrad)
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- 36 µl 2,5 M Glycerin hinzugegeben (Endkonzentration 0,125 M)
- 5 min bei RT inkubiert (Drehrad)
- 1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert
- Den Überstand entfernt und mit 500 µl eiskaltem PBS gewaschen
- 1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert
- Überstand entfernt
Lyse
- Zellpellet wurde in 500 µl Zell-Lysis-Puffer aufgenommen und 15 min inkubiert
- 1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert
- Zellpellet wurde in 700 µl Zellkern-Lysis-Puffer aufgenommen und 20 min auf Eis in-
kubiert
- Weitere 300 µl Zellkern-Lysis-Puffer wurden hinzugegeben
Sonifizierung
- Je 1 ml Zelllysat wurden auf 2 ml Reaktionsgefäße verteilt
- 40 Zyklen (1 Zyklus: 20 sec ON, 40 sec OFF) bei Sonifizierungsstärke 5 sonifiziert
(Sonicator/Cell disruptor Model W185F; HeatSystems)
- 10 min bei 10.000 rpm bei 4 °C zentrifugiert
- Überstand in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt
- 50 µl wurden für die Input-Kontrolle weggefroren
Immunopräzipiation
- Mit Antikörper inkubierten Magnetkügelchen wurden 3x in 300 µl 2 % BSA/PBS-
Lösung gewaschen
- 450 µl des sonifiziertem Chromatins wurden hinzugegeben
- Über Nacht bei 4 °C inkubiert (Drehrad)
- Überstand wurde verworfen
- 3x 5 min mit 500 µl modifizierten RIPA-Puffer gewaschen (Drehrad)
- 2x 5 min mit 500 µl TE Puffer gewaschen (Drehrad)
DNA-Elution
- 150 µl Elutionspuffer wurden zu den Magnetkügelchen gegeben und bei 30 °C und 1000
rpm für 15 min inkubiert (Thermalmixer)
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- Überstand wurde in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt
Reverses Crosslinking
- Input-Kontrolle wurde aufgetaut und 400 µl Elutionspuffer hinzugegeben
- 4 µl Proteinase K [10 µg/µl] wurden zu den IP-Ansätzen und der Input-Kontrolle
hinzugegeben
- 2h bei 56 °C im Thermomixer geschüttelt (800 rpm)
DNA-Aufreinigung
- IP-Ansätze: 150 µl Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol wurden hinzugefügt
- Input-Kontrolle: 400 µl Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol wurden hingefügt
- Gut gemischt und in Phase-Lock-Reaktionsgefäße überführt
- 5 min bei 13.000 rpm zentrifugiert
- Überstand in ein neues Phase lock-Reaktionsgefäß überführt
- IP-Ansätze: 150 µl Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol wurden hinzugefügt
- Input-Kontrolle: 400 µl Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol wurden hinzugefügt
- Gut gemischt und 5 min bei 13.000 rpm zentrifugiert
- Überstand in ein neues 1,5 ml DNA-LoBind-Reaktionsgefäß (Eppendorf) überführt
- IP-Ansätze: 300 µl absoluten Ethanol und 5 µl Glycogen [20 µg/µl] wurden hinzugefügt
- Input-Kontrolle: 800 µl absoluten Ethanol und 5 µl Glycogen [20 µg/µl] wurden hinzu-
gefügt
- 2 h bei -80 °C gefällt und 10 min bei 13.000 rpm (4 °C) zentrifugiert
- Pellet mit 500 µl 75 % Ethanol gewaschen und nochmals 10 min bei 13.000 rpm (4
°C) zentrifugiert
- Pellets getrocknet und in 50 µl EB-Puffer (Qiagen) gelöst
- DNA-Konzentration wurde mit dem Nano Drop bestimmt
- 0,5 und 1 µg Input-Kontroll-DNA wurden auf ein 1,5 % Agarose-Gel aufgetragen und
1 h bei 60 V aufgetrennt
- PCR-Analysen wurden mit spezifischen Primern (gerichtet gegen die zu untersuchenden
Promotorsequenzen) durchgeführt
3.3.2 Immunfluoreszenz-Färbungen (IF)
Die Methode der Immunfluoreszenz-Färbung ermöglicht es bestimmte Proteine auf fixier-
ten Gewebeschnitten nachzuweisen. Für die Detektion der Proteine wird zunächst ein pri-
märer Antikörper gebunden. Dieser wird wiederum von einem sekundären Antikörper gebun-
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den, welcher mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert ist. In der vorliegenden Arbeit wur-
den Immunfluoreszenz-Färbungen auf embryonalen Gehirnschnitten (Gefrierschnitte) durch-
geführt.
Experimentelle Durchführung:
- Die mit embryonalen Gehirnschnitten versehenen Objektträger wurden aus dem -80
°C-Gefrierschrank genommen und 10 min bei RT aufgetaut
- Schnitte wurden in PBS gewaschen
- Inkubation in Block-Lösung für 1 h bei RT
- Primärantikörper wurde in Block-Lösung verdünnt (Foxp1 (m) und Chrna4 (rb) 1:800)
und 2 h bei RT inkubiert
- 3x in PBS gewaschen
- Sekundärantikörper wurde in Block-Lösung verdünnt (Anti-Maus Alexa Fluor 488 (1:600)
und Anti-Kaninchen Alexa Fluor 568 (1:800)) und 1h bei RT inkubiert
- 3x in PBS gewaschen
- Hoechst 33342 (Life Technologies) wurde 1:5000 in PBS verdünnt
- Schnitte wurden 3 min in Hoechst 33342 inkubiert
- 3x mit H2O gewaschen
- Schnitte wurden getrocknet und mit Aqua Poly/Mount (Polysciences) eingedeckt
- Objektträger wurden bei 4 °C im Dunkeln gelagert
- Die Epifluoreszenzmikroskopische Auswertung wurde mit dem Eclipse Ni-E Mikroskop
und der DS-Qi1Mc Kamera des Nikon Imaging Centers in Heidelberg durchgeführt
3.4 Zell-basierte Methoden
3.4.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen
Alle Zellen wurden standardmäßig bei 37 °C und 5 % CO2-Konzentration in Zellkulturflaschen
mit Filterdeckel (Greiner) liegend inkubiert. Alle 3 Tage wurde der Mediumüberstand entfernt,
die Zellen mit 1x PBS gewaschen und mit Trypsin von der Kulturflasche abgelöst. Die Zellen
wurden anschließend in einem Verhältnis von 1:10 bis 1:2 in frischem DMEM-Medium (mit
PenStrep, 10 % FCS, NEAA und L-Glutamin) neu ausgesät.
3.4.2 Transfektion
Die Zellen wurden einen Tag vor der Transfektion in Antibiotika-freiem OPTIMEM-Medium
ausgesät. Die ca. 50 - 70 % konfluenten Zellen wurden mit Lipofectamine 2000 (Life Tech-
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nologies) oder Lipofectamine RNAiMAX (Life Technologies) nach Protokoll des Herstellers
transfiziert.
3.4.3 Luciferase-Reportergen-Assays
Der Luciferase-Reportergen-Assay wurde zur Bestimmung der Genregulation angewendet.
Hierfür wurden verschiedene Promotorregionen von Pcdh17 und Chrna4 vor die Firefly-Lu-
ciferase des pGL3 basic-Vektors (Promega) kloniert und zusammen mit einem Foxp1-Expres-
sionsvektor (pcDNA3) in N1E-115 Zellen transfiziert. Während des Luciferase-Reportergen-
Assays wurde die Aktivität der Firefly-Luciferase im Luminometer quantifiziert. Somit kann
mit dieser Methode eine Aussage über den regulatorischen Einfluss der getesteten Promotor-
regionen in Anwesenheit von Foxp1 gemacht werden.
Experimentelle Durchführung:
- N1E-115-Zellen wurden in 24-well-Platten ausgesät und mit Lipofectamine 2000 trans-
fiziert, alle Transfektionen wurden in Triplikaten durchgeführt
- Als Transfektions- und Normalisierungskontrolle wurde das pRL-TK Renilla Luciferase-
Konstrukt kotransfiziert
- 24 h nach Transfektion wurden Zellen mit PBS gewaschen
- Pro well wurden 100 µl Passive Lysis Buffer (Promega) hinzugegeben und 10 min bei
RT lysiert
- Die 6-well-Platte wurde anschließend mindestens 1 h bei -80 °C eingefroren
- Für die Messungen im Centro LB 960 Mikroplatten Luminometer (Berthold Technolo-
gies) wurden 50 µl des Zellextraktes verwendet
- Normalisierung der Firefly-Aktivität auf die Renilla-Aktivität
3.5 Tierexperimentelle Methoden
3.5.1 Tierhaltung und Versuchstiere
Alle Tiere wuren in einem spezifisch pathogenfreien (SPF) Tierstall der Universität Heidelberg
(IBF) gehalten. Die Ernährung erfolgte ad libitum (Sattfütterung) mit handelüblichen Pellets
(58 % Kohlenhydrate, 33 % Protein und 9 % Fett) und sterilisiertem Wasser. Die Mäuse
wurden in einem 12/12 Hell-Dunkel-Rhythmus gehalten.
Die Durchführung der Tötung trächtiger Versuchstiere erfolgte durch zervikale Dislokation. Ei-
ne genehmigte Tötungsanzeige lag dem Regierungspräsidiums Karlsruhe vor (Genehmigungs-
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nummer: T-33/11). Die Entnahme von Embryonen erfolgte in Übereinstimmung mit dem
europäischen und deutschen Gesetz zum Gebrauch von Labortieren.
Für die Generierung der konditionellen Foxp1−/−-Mauslinie wurde das Cre/loxP System ange-
wendet. Die Gehirn-spezifische Foxp1−/−-Mauslinie wurde durch Kreuzung der Foxp1-floxed
Mauslinie (erhalten von Dr. Phil Tucker) mit der Nestin-Cre Mauslinie (erhalten von Günther
Schütz, DKFZ, Heidelberg) erreicht (Wang et al., 2004; Tronche et al., 1999). In dem Ge-
nom der Foxp1−/−-Mauslinie wurden die Exons 11 und 12 (NM 053202.1) des Foxp1-Gens
mit zwei loxP Sequenzen flankiert (direkte Wiederholungen) (Tronche et al., 1999). Diese
loxP-Sequenzen werden von der Cre-Rekombinase erkannt. Durch Exzision werden somit die
Exons 11 und 12 des Foxp1-Gens deletiert.
3.5.2 Genotypisierung der konditionellen Foxp1−/−-Mauslinie
Zur Bestimmung der Genotypen der Mäuse bzw. Embryonen der konditionellen Foxp1−/−-
Mauslinie wurden Schwanzbiopsien verwendet.
Isolierung genomischer DNA aus Geweben zur Genotypisierung
- Gewebe wurde in 300 µl 1x Genotypisierungs-Puffer mit Proteinase K (100 ng/µl)
aufgenommen
- 12 -16 h bei 56 °C (700 rmp) inkubiert
- Lysate wurden geschüttelt und 1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert
Genotypisierungs-PCR
- Die Genotypisierungs-PCRs wurden wie in Abschnitt 3.1.3 beschrieben mit der Taq
DNA-Polymerase mit ThermoPol Puffer (New England Biolabs) durchgeführt. Die Be-
stimmung der Genotypen wurde anhand von zwei Reaktionen analysiert. Mit dem Pri-
merpaar „Floxed for und Floxed rev“ wurde das Foxp1-Gen bzw. Foxp1-Transgen am-
plifiziert (Amplikongrößen = wt: 280 bp, Transgen: 380 bp). In einer weiteren Reaktion
wurde das Nestin-Cre-Transgens mit dem Primerpaar „NesCre for und NesCre rev“
(Amplikongröße: 370 bp) amplifiziert.
3.5.3 Präparation von Embryonen und embryonalen Geweben
Die Entnahme der Embryonen aus dem Uterus des Muttertiers erfolgte nach zervikaler Dislo-
kation. Während der gesamten Präparation waren die Embryonen in gekühltem PBS (in einer
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Petrischale auf Eis). Die Gehirne der Embryonen wurden mit Hilfe eines Stereomikroskops
präpariert und anschließend je nach Verwendungszweck unterschiedlich behandelt.
ChIP-Experimente
Für ChIP-Experimente wurden Vorderhirne von Embryonen des Entwicklungsstadium E16 wie
in 3.3.1 beschrieben bearbeitet.
RNA-Isolation
Die Isolation von RNA wurde von verschiedenen Embryonalstadien durchgeführt. Die Gehirne
wurden direkt in flüssigem Stickstoff eingefroren und bis zur RNA-Isolation bei -80 °C gelagert.
RNA in situ Hybridisierungen und Immunfluoreszenz-Färbungen
Isolierte Gehirne wurden für 24 h in 4 % PFA bei 4 °C fixiert. Für weitere 24 h wurden
die Gehirne in einer 30 % Sucrose-Lösung bei 4 °C inkubiert. Nach einmaligem Waschen in
PBS wurden die Gehirne in Einbettmedium (Jung) eingebettet und auf einem Trockeneis-
Ethanol-Gemisch eingefroren. Bis zur Verwendung wurden die Gehirne bei -80 °C gelagert.
3.5.4 Anfertigung von Gefrierschnitten
Die Anfertigung von Gefrierschnitten wurde mit Hilfe eines Kryotoms (CM 3050S, Leica)
durchgeführt. Die Temperatur während des Schneidens betrug -19 °C und die Schnittdicke
variierte zwischen 18 und 20 µm. Für die Gefrierschnitte wurden beschichtete Objektträger
(Superfrost Plus, Thermo Scientific) verwendet. Bevor die Objektträger bei -80 °C weggefroren
wurden, wurden diese für 30 min bei RT getrocknet.
3.6 Mikroskopie
Die Mikroskopie von Gehirnschnitten wurde mit dem motorisierten Eclipse Ni-E Auflichtmi-
kroskop von Nikon am Nikon Imaging Center der Universität Heidelberg vorgenommen. Das




Aufnahmen der in situ Hybridisierungen wurden mit dem Nikon PlanApo 10x (0.45 ∞ 0.17
WD. 4.0) Objektiv durchgeführt. Die Durchlichtaufnahmen wurden mit der DS-U3-Kamera
(color) und mit Hilfe der NIS-Elements Software (Version 4; Nikon) aufgenommen.
3.6.2 Epifluoreszenzmikroskopie
Die Mikroskopie der Immunfluoreszenz-Färbungen erfolgte mit dem Nikon PlanApo 10x (0.45
∞ 0.17 WD. 4.0) Objektiv. Die Aufnahmen von GFP (Green Fluorescent Protein), RFP (Red
Fluorescent Protein) und DAPI erfolgten mit Hilfe der Nikon Digital Sight DS-U2-Kamera
(schwarz/ weiß). Hierbei wurde die NIS-Elements Software (Version 4; Nikon) verwendet.
4
Ergebnisse
Zur Identifizierung von Zielgenen des Transkriptionsfaktors Foxp1 im Gehirn während der
Embryonalentwicklung wurden Microarray-Analysen in Zusammenarbeit mit Maria Muciek,
Dr. Li Li und Dr. Carsten Sticht (Zentrum für Medizinische Forschung, Universitätsklini-
kum Mannheim) durchgeführt. Zunächst wurde ein Knockdown-Ansatz gewählt um Zielgene
zu identifizieren. Hierfür wurde die endogene Expression von FOXP1 mit „small interfering
RNAs“ (siRNAs) in humanen SH-SY5Y-Zellen herunterreguliert. Später war auch eine kon-
ditionelle Foxp1−/−-Mauslinie verfügbar. Diese wurde für weitere Microarray-Analysen ver-
wendet. Hierfür wurde RNA aus Vorderhirnen von wt und KO Embryonen der konditionellen
Foxp1−/−-Mauslinie eingesetzt. Dabei wurde das Entwicklungsstadium E16 gewählt, da aus
vorangegangenen Studien bekannt war, dass zu diesem Zeitpunkt Foxp1 stark im Cortex,
Striatum, Thalamus und Hippocampus exprimiert wird.
4.1 Identifizierung und Validierung des Zielgens PCDH17
4.1.1 Microarray-Analyse mit humanen Neuroblastoma-Zellen
Während die konditionelle Foxp1−/−-Maus generiert wurde, habe ich einen in vitro Ansatz
gewählt um Zielgene von FOXP1 zu identifizieren. Hierbei wurde die endogene Expression von
FOXP1 mit zwei FOXP1 -spezifischen siRNAs in den humanen SH-SY5Y-Zellen herunterre-
guliert und mit Zellen verglichen, welche mit Kontroll-siRNA (scrambled siRNA) transfiziert
waren. Diese Neuroblastoma-Zellen wurden gewählt, da sie bereits zuvor zur Identifizierung
von Zielgenen des Transkriptionsfaktors FOXP2 verwendet wurden (Vernes et al., 2008).
SH-SY5Y-Zellen wurden mit den FOXP1-spezifischen siRNAs #1 und #3, sowie mit einer
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Kontroll-siRNA mittels Lipofectamine RNAiMAX transfiziert. 48h nach der Transfektion wur-
de die RNA isoliert. Für die Microarray-Analyse wurden zwei unabhängige Experimente mit-
einander vereint. Die Expression der drei Ansätze (siRNA#1, siRNA#3 und Kontroll-siRNA)
wurde auf Human Genome U133 Plus 2.0 Arrays (Affymetrix) verglichen. Anschließend wurden
Gene nach festen Kriterien ausgewählt. Als potentielle Zielgene wurde nur Gene gewertet, die
in beiden Knockdown-Ansätzen mit gleichem Trend und signifikant (p‹0,05) reguliert waren.
Des Weiteren wurden nur Gene als potentielle Zielgene betrachtet, die eine x-fache Ände-
rung aufwiesen, die größer als 1,3 bzw. kleiner als 0,8 war. Gene, die alle genannten Kriterien
erfüllten, sind in Tabelle 4.1 zusammengefasst.
Tabelle 4.1: Microarray-Ergebnisse des Zielgen-Screenings mit RNA von FOXP1 Knockdown-
Experimenten in den humanen Neuroblastoma-Zellen SH-SY5Y.
Auflistung von 29 Genen, welche in SH-SY5Y-Zellen mit einer herunterreguliertenen
FOXP1 Expression (FOXP1-spezifische siRNAs #1 und #3) eine veränderte Expression auf-
wiesen. Alle aufgelisteten Gene waren in beiden Knockdown-Ansätzen (siRNA#1 und siRNA#3)
signifikant (p‹0,05) reguliert und waren in beiden Ansätzen mit gleichem Trend reguliert (x-fache
Änderung ›1,3 bzw. ‹0,8).
x-fache Änderung -log10 (p-Wert) x-fache Änderung -log10 (p-Wert)
(siRNA#1) (siRNA#1) (siRNA#3) (siRNA#3)
DUSP6 Dual specificity phosphatase 6 1,6 28,9 1,5 24,3
H19
H19, imprinted maternally expressed transcript (non-
protein coding)
1,5 6,1 1,5 7,2
TOMM20
Translocase of outer mitochondrial membrane 20 
homolog (yeast)
1,5 8,3 1,5 8,2
DPYSL3 Dihydropyrimidinase-like 3 1,4 16,2 1,3 14
CALU Calumenin 1,3 20,6 1,6 38
CHGB Chromogranin B (secretogranin 1) 1,3 6,2 1,4 8,1
HPCAL1 Hippocalcin-like 1 1,3 15,4 1,3 15
VLDLR Very low density lipoprotein receptor 1,3 5,3 1,3 4,7
CDO1 Cysteine dioxygenase, type I 0,8 5,7 0,8 5,9
OSBPL6 Oxysterol binding protein-like 6 0,8 4,8 0,8 4,5
FAM40B Family with sequence similarity 40, member B 0,8 5,4 0,8 5,4
MID1 Midline 1 (Opitz/BBB syndrome) 0,8 5,6 0,7 11,4
NID2 Nidogen 2 (osteonidogen) 0,8 4,1 0,7 7,8
HERC5 Hect domain and RLD 5 0,8 5,5 0,7 8,7
PRICKLE1 Prickle homolog 1 (Drosophila) 0,8 14,8 0,8 9,2
CTSL2 Cathepsin L2 0,8 4,8 0,8 5,9
PMP22 Peripheral myelin protein 22 0,8 6,6 0,8 5,8
PCDH17 Protocadherin 17 0,8 9,6 0,7 11,4




0,8 4,5 0,7 6
MATN3 Matrilin 3 0,8 4,1 0,7 7
EAF1 ELL associated factor 1 0,7 8,9 0,8 4,6
NPTX2 Neuronal pentraxin II 0,7 7,2 0,8 6,7
CHST15
Carbohydrate (N-acetylgalactosamine 4-sulfate 6-O) 
sulfotransferase 15
0,7 7,3 0,7 7,2
TSPAN8 Tetraspanin 8 0,7 5,5 0,7 6,3
FOXC1 Forkhead box C1 0,7 13,9 0,8 5,2
GLT8D2 Glycosyltransferase 8 domain containing 2 0,7 9,3 0,6 11,2
HTR2B 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 2B 0,6 7,3 0,6 7,3
FOXP1 Forkhead box P1 0,6 11,4 0,5 13,6
Gensymbol Genname
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Die in Tabelle 4.1 aufgelisteten potentiellen Zielgene wurden mittels qPCR-Experimente va-
lidiert. Bei der Validierung der 28 potentiellen Zielgene wurde jeweils die RNA verwendet,
welche für die Microarray-Analyse genommen wurde, sowie RNA von zwei weiteren unab-
hängigen Knockdown-Experimenten. Für die geplanten Experimente mit Material von Em-
bryonen der Foxp1−/−-Mauslinie war es von Bedeutung, dass die Regulation der potentiellen
Zielgene nicht nur in einer humanen, sondern auch in einer murinen Zelllinie gezeigt wer-
den konnte. Daher wurden Knockdown-Studien auch in der murinen Neuroblastoma-Zelllinie
N1E-115 durchgeführt. Dafür wurde die Expression von Foxp1 in diesen Zellen mit den siR-
NAs #2 und #3 herunterreguliert. Zur weiteren Validierung der potentiellen Zielgene wurden
qPCR-Experimente mit RNA von drei unabhängigen Knockdown-Studien der N1E-115-Zellen
ausgewertet. Hier zeigte sich, dass die Expression des potentiellen Zielgens Protocadherin 17
(PCDH17 ) in den humanen SH-SY5Y-Zellen und in den murinen N1E-115-Zellen reguliert
ist.
4.1.2 Bestätigung des potentiellen Zielgens PCDH17
Die Expression des aus den Microarray-Analysen (4.1.1) hervorgegangen Zielgens PCDH17
wird durch eine verringerte FOXP1-Expression in den humanen SH-SY5Y- und in den murinen
N1E-115-Zellen herunterreguliert (Abb. 4.1 A+B). Die Knockdown-Studien in den SH-SY5Y-
Zellen zeigten, dass die Expression von PCDH17 in Zellen, welche mit den siRNAs #1 und #3
transfiziert wurden, signifikant um ca. 50 % herunterreguliert waren. Weitere Untersuchun-
gen in den murinen N1E-115-Zellen führten zu einem ähnlichen Ergebnis. Hier konnte gezeigt
werden, dass durch eine herunterregulierte Foxp1-Expression mit den siRNAs #2 und #3 die
Expression von Pcdh17 beeinflusst wird. So wird in Zellen mit einem Foxp1-Knockdown die
Expression von Pcdh17 um ca. 30 % herunterreguliert.
Pcdh17 ist ein neuronales Zell-Adhäsions-Protein. In vorangegangenen Expressionsstudien
konnte gezeigt werden, dass Pcdh17 sowohl im menschlichen, als auch im murinen Gehirn
exprimiert ist (Abrahams et al., 2007). Um eine Regulation im murinen Gehirn nachweisen zu
können, wurden daher in dieser Arbeit Vorderhirne von Embryonen der Foxp1−/−-Mauslinie
entnommen und daraus die RNA isoliert. Nach der Umschreibung der RNA in cDNA wur-
den qPCR-Experimente durchgeführt. Diese Untersuchungen zeigten, dass Foxp1 das Zielgen
Pcdh17 während der embryonalen Gehirnentwicklung reguliert (Abb. 4.1 C). An allen geteste-
ten Embryonalstadien (E13: ein Wurf; E15; ein Wurf und E16: vier Würfe) ist die Expression
von Pcdh17 in den Vorderhirnen der KO-Embryonen um ca. 20 % herunterreguliert. Weiter-
hin zeigen diese Ergebnisse, dass Foxp1 und Pcdh17 an den Entwicklungstagen E13, E15 und
E16 koexprimiert sind.
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Abbildung 4.1: Regulatorische Effekte von FOXP1 auf PCDH17.
A: Microarray-Messungen der Expressionslevel von FOXP1 und PCDH17 in den SH-SY5Y-
Zellen. Die Zellen wurden mit FOXP1-spezifischen siRNAs (#1 und #3) und Kontroll-siRNAs
transfiziert. RNA von zwei unabhängigen Knockdown-Experimenten wurde miteinander vereint.
Das Expressionslevel der Knockdown-Ansätze wurde mit dem der Kontroll-Zellen verglichen.
Weiße Balken: FOXP1, schwarze Balken: PCDH17. B: qPCR-Analysen zur Bestätigung der
Microarray-Ergebnisse. Expression von FOXP1 und PCDH17 in SH-SY5Y- und N1E-115- Zel-
len mit siRNA-induziertem FOXP1 Knockdown (drei unabhängige Experimente). Weiße Balken:
FOXP1, schwarze Balken: PCDH17. C: Expression von Pcdh17 in Vorderhirnen von Embryo-
nen der konditionellen Foxp1−/−-Mauslinie der Entwicklungsstadien E13, E15 und E16. Weißer
Balken: E13 (ein Wurf), grauer Balken: E15 (ein Wurf), schwarzer Balken: E16 (vier Würfe).
D: qPCR-Analyse zur Identifizierung der Gehirnregion, in denen die Regulation von Pcdh17 im
Gehirn stattfindet. KO vs. wt-Vergleich von Embryonen der konditionellen Foxp1−/−-Mauslinie
des Entwicklungsstadiums E16 (zwei Würfe). Weißer Balken: Hippocampus; hellgrauer Balken:
Thalamus; dunkelgrauer Balken: Cortex; schwarzer Balken: Striatum. B-D: Balken repräsentieren
Mittelwerte mit Standardfehlern.
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Um herauszufinden, in welcher Region des Vorderhirns die Regulation stattfindet, wurde der
Hippocampus, der Thalamus, der Cortex und das Striatum aus Gehirnen von Embryonen der
Foxp1−/−-Mauslinie (zwei Würfe) des Entwicklungsstadiums E16 präpariert. Nach Isolierung
der RNA wurde die daraus umgeschriebene cDNA für qPCR-Experimente verwendet. Aus die-
sen Untersuchungen ging hervor, dass Foxp1 die Expression von Pcdh17 in allen getesteten
Gehirnregionen signifikant reguliert (Abb. 4.1 D). Diese Ergebnisse stimmen mit den Mes-
sungen überein, die aus den Experimenten mit Material von Vorderhirnen von Embryonen der
Foxp1−/−-Mauslinie hervorgingen (Abb. 4.1 C). Hier war die Expression von Pcdh17 in den
KO-Embryonen ca. 20 % niedriger als in den wt-Embryonen.
Somit konnte in vitro und in vivo gezeigt werden, dass in Zellen mit einer verringerten Foxp1-
Expression die Expression von Pcdh17 herunterreguliert ist.
4.1.3 Expression von Foxp1 und Pcdh17 während der embryonalen
Gehirnentwicklung
Um die Koexpression von Foxp1 und Pcdh17 auf embryonalen Gehirnschnitten zu zeigen,
wurden RNA in situ Hybridisierungen (ISH) durchgeführt. Diese Methode wurde gewählt, da
es keinen Anti-Pcdh17-Antikörper kommerziell erhältlich gibt, der Pcdh17 spezifisch auf Ge-
hirnschnitten erkennt. Für die ISH wurden Digoxigenin-markierte sense- und antisense-RNA-
Sonden gegen die mRNA-Transkripte von Foxp1 und Pcdh17 hergestellt. Für ISH-Experimente
wurden Gefrierschnitte von wt-Gehirnen der embryonalen Stadien E13, E15 und E16 angefer-
tigt.
Zu Beginn wurden die sense-RNA-Sonden getestet. Diese dienten als Negativkontrolle. ISH
mit den sense-RNA-Sonden führten zu keiner Färbung der Gehirnschnitte (siehe Anhang
5.3.1). Somit kommt es bei Anwendung der sense-RNA-Sonden zu keiner Bindung von mRNA-
Transkripten.
Anschließend wurden ISH auf den angefertigten Gehirnschnitten der Entwicklungsstadien E13,
E15 und E16 mit den Foxp1- und Pcdh17-antisense-RNA-Sonden durchgeführt. Sowohl Foxp1,
als auch Pcdh17 sind an allen getesten embryonalen Tagen im Gehirn exprimiert (Abb. 4.2
A+B). In Abbildung 4.2 A ist die Koexpression von Foxp1 und Pcdh17 im Striatum von E13
bis E16 zu sehen (siehe Pfeile). Am Entwicklungstag E15 sind Foxp1 und Pcdh17 zudem im
Cortex, Hippocampus und Thalamus koexprimiert (Abb. 4.2 B; siehe Pfeile). Auch an E16
ist die Expression von Foxp1 und Pcdh17 im Hippocampus überlappend.
Aus den Ergebnissen der ISH geht hervor, dass Foxp1 und Pcdh17 in allen Gehirnarealen
koexprimiert sind, von denen in vorangegangen Studien gezeigt wurde, dass Foxp1 die Ex-
pression von Pcdh17 reguliert (4.1.2). Zu den Gehirnregionen, in denen die Koexpression und
die Regulation bestätigt werden konnte, gehören der Cortex, das Striatum und der Thalamus.
Dies sind Gehirnareale, die bei der Verarbeitung von Kognition und Sprache involviert sind.
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Abbildung 4.2: Expression von Foxp1 und Pcdh17 während der embryonalen Gehirnentwicklung.
RNA in situ Hybridisierungen auf wt Gehirnschnitten der Entwicklungsstadien E13, E15 und E16.
A: Die Expression von Foxp1 und Pcdh17 ist von E13 bis E16 überlappend im Striatum. B: An
Tag E15 sind Foxp1 und Pcdh17 zudem im Thalamus, Cortex und Hippocampus koexprimiert.
Am embryonalen Entwicklungstag 16 ist die Expression von Foxp1 und Pcdh17 im Hippocampus
weiterhin überlappend. Die Maßstabsbalken entsprechen 500 µm.
4.1.4 Expression von FOXP1 und PCDH17 im adulten humanen Gehirn
In einer Expressionsstudie humaner Gehirnareale sollte sichergestellt werden, dass FOXP1 und
PCDH17 auch im menschlichen Gehirn koexprimiert sind. Die hierfür verwendete RNA wurde
von Ambion erworben. Nach Umschreibung der RNA in cDNA, wurde die Expression im
adulten frontalen Cortex, Hippocampus, Thalamus, Amygdala und Cerebellum analysiert.
Es wurden semiquantitative-PCRs mit Primer durchgeführt, die an das humane FOXP1 und
PCDH17 binden (Abb. 4.3). Als Kontrolle wurde das Housekeeping-Gen ADP-Ribosylation
Faktor 1 (ARF1) gemessen. Insgesamt wurden 35 Zyklen angewendet um die Expression zu
detektieren.
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Abbildung 4.3: Expression von FOXP1 und PCDH17 im adulten humanen Gehirn.
Semiquantitative PCR zur Analyse der Expression von FOXP1 und PCDH17 im humanen Gehirn
(Frontaler Cortex, Hippocampus, Thalamus, Amygdala und Cerebellum). Als Kontrolle wurde das
Housekeeping-Gen ARF1 gemessen. Es wurden 35 Zyklen angewendet.
Die Ergebnisse zeigen, dass FOXP1 und PCDH17 im frontalen Cortex, Hippocampus, Thala-
mus und Cerebellum des adulten menschlichen Gehirns koexprimiert sind und beide die stärks-
te Expression im Hippocampus aufweisen. Somit konnte eine Koexpression von FOXP1 und
PCDH17 im Cortex, Hippocampus und Thalamus des murinen (Abb. 4.2) sowie des humanen
Gehirns gezeigt werden.
4.1.5 Etablierung der ChIP-Methode
Die Chromatin-Immunopräzipitation (ChIP) eignet sich zur Identifizierung von Bindungsstel-
len von Transkriptionsfaktoren in den Promotorregionen von Zielgenen. Wie die bisherigen
Ergebnisse der Experimente mit Embryonen der Foxp1−/−-Mauslinie gezeigt haben, reguliert
Foxp1 die Expression von Pcdh17 im Gehirn. Daher wurde die ChIP-Methode mit Chromatin
von E16 Vorderhirne von wt-Mausembryonen etabliert.
Die Sonifizierung des Chromatins wurde mit dem Cell disruptor Model W185F durchgeführt.
Obwohl dies ein manuelles Sonifiziergerät ist, wurden hiermit bessere Resultate erzielt, als
mit den automatischen Sonifizierern Covaris S220 und Diagenode Bioruptor, die ebenfalls im
Zuge der Etablierung des ChIP-Protokolls getestet wurden. Durch die Anwendung von 40
Zyklen (1 Zyklus: 20 sec ON, 40 sec OFF) wurde DNA in 100 bis 10.000 bp Fragemente
















von 40 Zyklen. Die Größe
der Fragmente variiert von
100 bis 10.000 bp, wobei
die meisten Fragmente
zwischen 200 bis 1000 bp
groß waren.
Für die Etablierung der ChIP-Methode wurde ein Anti-Polymerase II-Antikörper (Pol II) ver-
wendet. Dieser Antikörper wurde bereits zur Etablierung der ChIP-Methode eingesetzt (per-
sönliche Mitteilung von Mathieu Gabut; Gabut et al. (2011)). Als Negativkontrolle wurde
humanes IgG verwendet.
Der Erfolg einer durchgeführten ChIP wurde mittels qPCR kontrolliert. Hierbei wurde über-
prüft, ob endogenes Pol II-Protein immunopräzipiert wurde und somit DNA-Fragmente von
Zielgenen angereichert wurden. Bei der qPCR-Analyse wurden die TATA-Box-Sequenzen
der Housekeeping-Gene Actin, beta (Actb) und Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase 1
(Hprt1) gemessen. Als Kontrolle wurde ca. 2 kb upstream von den TATA-Boxen der beiden
Gene eine Kontroll-Region gemessen. Eine erfolgreiche ChIP ist in Abbildung 4.5 zusehen. Die
TATA-Box-Sequenzen von Actb und Hprt1 (weiß) sind im Vergleich zu der Kontroll-Region
(schwarz) angereichert. Alle Messungen der Pol II-ChIP wurde auf Messungen der IgG-ChIP
normalisiert. Diese Ergebnisse zeigen, dass die ChIP-Methode erfolgreich mit dem Anti-Pol
II-Antikörper etabliert wurde.
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Abbildung 4.5: Anreicherung von
TATA-Box DNA-Fragmenten in der
Pol II-ChIP.
Actb und Gapdh TATA-Box DNA-
Fragmente sind im Vergleich zu der
Kontrollregion angereichert. Alle
Messungen, die aus der Pol II-ChIP
hervorgingen, wurden auf IgG-ChIP
Messungen normalisiert und mit
einer Kontrollregion verglichen. Wei-
ße Balken: Promotorregionen von
Actb und Gapdh; schwarze Balken:
Kontrollregion.
4.1.6 Identifizierung von Foxp1 Bindungsstellen in der Promotorregion
von Pcdh17
In vorangegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass Foxp1 die Expression von
Pcdh17 reguliert. Um zu untersuchen, ob diese Regulation direkt ist, wurde die Sequenz
der 10 kb upstream-Region vor dem Transkriptionsstart von Pcdh17 auf Bindungsstellen von
Foxp1 analysiert (Wang et al., 2003). Insgesamt wurden 13 Sequenzabschnitte gefunden, in
denen Bindungsstellen von Foxp1 in silico vorkommen (Abb. 4.6 A). Um herauszufinden, ob
Foxp1 einen dieser Sequenzabschnitte der Promotorregion von Pcdh17 bindet, wurden ChIP-
Experimente durchgeführt. Hierfür wurde mittels eines Anti-Foxp1-Antikörpers das endogene
Foxp1-Protein aus Vorderhirnen von wt-Embryonen des Entwicklungtages 16 immunopräzi-
pitiert und die gebundene DNA mittels der qPCR-Methode analysiert. Aus diesen Untersu-
chungen ging hervor, dass Foxp1 einen spezifischen Sequenzabschnitt (Sequenzabschnitt 12;
mm10, chr14:84437663-84438292) der Promotorregion von Pcdh17 bindet (Abb. 4.6 B+C).
Es konnte in drei unabhängigen ChIP-Experimenten gezeigt werden, dass dieser Sequenzab-
schnitt in den Foxp1-ChIPs 3- bis 7-fach (weiße Balken) im Vergleich zu der Kontroll-Region
(schwarze Balken) angereichert war. Alle Messungen wurden auf Messungen der IgG-ChIP
normalisiert. Der Sequenzabschnitt “12” der Promotorregion von Pcdh17 ist 629 bp lang,
beinhaltet acht Bindungsstellen von Foxp1 und liegt ca. 8 kb upstream vor dem Transkrip-
tionsstart. Die Konservierung dieser Sequenz zwischen Mus musculus (mm10) und Homo
sapiens (hg19) liegt bei 77,6 %.
Somit konnte mithilfe der ChIP-Methode eine direkte Interaktion zwischen Foxp1 und der
Promotorregion von Pcdh17 gezeigt werden. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die in
den vorherigen Ergebnissen gezeigte Regulation direkt ist.
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Abbildung 4.6: Identifizierung von Foxp1-Bindungsstellen in der Promotorregion von Pcdh17.
A: Schema der Promotorregion von Pcdh17. Zahlen stellen Fragmente unterschiedlicher Längen
dar, die potentielle Foxp1-Bindungsstellen enthalten. Diese Fragmente wurden in den Foxp1-
ChIP Ansätzen auf DNA-Anreicherung überprüft. Die weiße Box repräsentiert die Region, welche
in der Foxp1-ChIP angereichert war. B: Die semiquantitative PCR der Promotorregion „12“
von Pcdh17 und der Kontrollregion wurde mit DNA von Foxp1- und IgG-ChIP Experimenten
durchgeführt. Alle Messungen, die aus der Foxp1-ChIP hervorgingen, wurden auf IgG-ChIP-
Messungen normalisiert und mit einer Kontrollregion verglichen (drei unabhängige Experimente).
Weiße Balken: Promotorregion „12“ von Pcdh17; schwarze Balken: Kontrollregion. C: DNA-
Anreicherung des Fragmentes „12“ in der Promotorregion von Pcdh17.
4.1.7 Überprüfung der funktionellen Relevanz der Promotorregion „12“
von Pcdh17
Zur Analyse der funktionellen Relevanz der Bindung von Foxp1 an die Promotorregion „12“
von Pcdh17 wurden Luciferase-Reporter-Assays durchgeführt. Hierfür wurde die Promotor-
region „12“ von Pcdh17 vor die Firefly-Luciferase des pGL3 basic-Vektors kloniert. Für die
Luciferase-Reporter-Assays wurden murine N1E-115 Zellen verwendet. Zur Normalisierung
wurde der pRL-TK-Vektor, welcher für die Renilla-Luciferase kodiert, kotransfiziert. Um das
Regulationspotential der Promotorregion „12“ von Pcdh17 zu analysieren, wurden die Luci-
feraseaktivität mit und ohne Foxp1-Überexpression gemessen.
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Abbildung 4.7: Luciferase-
Assays zur Analyse der funktio-
nellen Relevanz der Promotorre-
gion „12“ von Pcdh17.
Balken repräsentieren die relative
Luciferase-Aktivität. Luciferase-
Aktivität (pGL3 basic) wurde auf
die Renilla-Aktivität (pRL-TK)
normalisiert. Weiß: Kontrolle;
schwarz: Foxp1. Balken re-
präsentieren Mittelwerte mit
Standardfehlern.
In Abbildung 4.7 ist die Aktivität der Firefly-Luciferase von pGL3 basic-Vektoren mit und ohne
die Promotorsequenz „12“ von Pcdh17 dargestellt. Die weißen Balken repräsentieren Ansätze
ohne eine Foxp1-Überexpression (Kontrolle) und die schwarzen Balken zeigen Ansätze mit
einer Foxp1-Überexpression. Die Ergebnisse des Luciferase-Reporter-Assays zeigen, dass der
Sequenzabschnitt „12“ allein nicht ausreicht, um die Expression der Firefly-Luciferase des
pGL3 basic-Vektors zu regulieren (zwei unabhängige Experimente). Für die Aktivierung der
Firefly-Luciferase-Aktivität scheint das Zusammenwirken mehrerer regulatorischer Bereiche
und/ oder in diesem Experiment fehlende Kofaktoren notwendig zu sein.
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4.2 Identifizierung und Validierung des Zielgens Chrna4
4.2.1 Microarray-Analyse mit RNA von Embryonen der
Foxp1−/−-Mauslinie des Entwicklungsstadium E16
Zur Identifizierung weiterer Zielgene von Foxp1 wurde ein zweites Zielgen-Screening durch-
geführt. Dafür wurde RNA aus Vorderhirnen von Embryonen des Entwicklungstages 16 der
Foxp1−/−-Mauslinie isoliert. Aus vorangegangenen Experimenten war bekannt, dass die Ex-
pression von Foxp1 nach 13 Tagen embryonaler Entwicklung im Gehirn beginnt. In diesem
Entwicklungsstadium ist Foxp1 im Striatum und Cortex exprimiert. Im Verlauf der embryo-
nalen Entwicklung wird die Expression im Striatum und Cortex stärker und beginnt im Hip-
pocampus und Thalamus. Am Entwicklungstag E16 ist Foxp1 stark im Striatum, Cortex,
Hippocampus und Thalamus exprimiert. Da zu diesem Zeitpunkt die Foxp1-Expression zum
ersten Mal während der embryonalen Gehirnentwicklung stark ausgeprägt ist, wurde dieses
Stadium gewählt, um ein genomweites Zielgen-Screening durchzuführen.
Insgesamt wurde die Expression von drei KO-Embryonen mit der Expression von drei wt-
Embryonen aus zwei Würfen verglichen. Aus dem ersten Wurf wurden zwei KO- und zwei
wt-Embryonen und aus dem zweiten Wurf ein KO- und ein wt-Embryo verwendet. Die RNA
aus den Vorderhirnen wurde mit TRIzol isoliert und entsprechend für die Hybridisierung für
die Mouse Gene 2.0 ST Arrays (Affymetrix) aufbereitet. Für die Auswahl potentieller Zielge-
ne wurden folgende Kriterien angewendet: Es wurden ausschließlich Gene ausgewählt, die in
allen KO vs. wt-Vergleichen mehr als 1,2-fach reguliert waren und einen p-Wert kleiner als
0,05 aufwiesen. In Tabelle 4.2 sind alle potentiellen Zielgene aufgelistet, die diese Kriterien
erfüllten. Die dargestellten Werte sind die Mittelwerte aller KO vs. wt-Vergleiche.
Für die Validierung der 23 potentiellen Zielgene wurden qPCR-Experimente durchgeführt.
Hierfür wurde RNA in cDNA umgeschrieben und für qPCR-Analysen eingesetzt. Neben den
zwei Würfen, die für das Microarray-Screening verwendet wurden, wurden zwei zusätzliche
Würfe überprüft. Insgesamt wurden somit 20 KO vs. wt-Vergleiche für die Validierung der
Microarray-Daten verwendet. Aus diesen Untersuchungen ging hervor, dass die Expression
der potentiellen Zielgene stark schwankt. So zeigte sich, dass beispielsweise der Transkrip-
tionsfaktor Tcf7l2 in den Microarray-Experimenten die höchste differentielle Genexpression
aufwies, die jedoch in weiteren Untersuchungen unterschiedlicher Würfe nicht bestätigt wer-
den konnte. Bei den durchgeführten qPCR-Experimente wurden bei fast allen Genen starke
Schwankungen zwischen den Würfen beobachtet. Jedoch konnte bei der Validierung für das
Neuronal acetylcholine receptor subunit alpha-4 -Gen (Chrna4 ) in allen Würfen eine konstan-
te Regulierung gezeigt werden. Somit stellt Chrna4 ein interessantes Zielgen von Foxp1 dar.
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Tabelle 4.2: Microarray-Ergebnisse des Zielgen-Screenings mit RNA von Embryonen Foxp1−/−-
Mauslinie des Entwicklungsstadiums E16.
Auflistung von 23 Genen, welche in allen Gehirnen von KO-Embryonen (n=3; 2 Würfe) im
Vergleich zu den wt-Embryonen (n=3; 2 Würfe) differentiell exprimiert waren (x-fache Änderung
›1,2). Alle aufgelisteten Gene waren signifikant (p‹0,05) reguliert und sind als Mittelwert der
fünf KO vs. wt-Vergleiche dargestellt.
Tcf7l2 Transcription factor 7 like 2, T cell specific, HMG box 2,9 31,3
Zfhx3 Zinc finger homeobox 3 1,6 18,2
Chrna4 Cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 4 1,6 23,2
Syt13 Synaptotagmin XIII 1,4 9,2
Irx2 Iroquois related homeobox 2 (Drosophila) 1,4 5,5
Esrrg Estrogen-related receptor gamma 1,3 9,4
Hap1 Huntingtin-associated protein 1 1,4 11,3
Chrna3 Cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 3 1,3 8,6
Cdh18 Cadherin 18 1,3 8,6
Sfrp2 Secreted frizzled-related protein 2 1,2 3,9
Rcan2 Regulator of calcineurin 2 1,2 7,7
Kndc1 Kinase non-catalytic C-lobe domain (KIND) containing 1 1,3 7,1
Pcdh19 Protocadherin 19 1,2 3,0
Slc12a5 Solute carrier family 12, member 5 1,3 10,9
Mmp2 Matrix metallopeptidase 2 1,2 3,5
Pnoc Prepronociceptin 1,1 2,2
Nefh Neurofilament, heavy polypeptide 1,1 1,8
Hoxb8 Homeobox B8 1,1 1,5
Mtap1a Microtubule-associated protein 1 A 1,2 5,3
Gabra3 Gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, subunit alpha 3 1,2 7,9
Kcna5 Potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, member 5 1,2 1,6
Kcnd2 Potassium voltage-gated channel, shal-related family, member 2 1,2 9,0
Ablim3 Actin binding LIM protein family, member 3 1,2 8,9
Foxp1 Forkhead box P1 0,4 22,3
Gensymbol Genname -log10 (p-Wert)x-fache Änderung
4.2.2 Bestätigung des potentiellen Zielgens Chrna4
In allen KO vs. wt-Vergleichen der vier Würfe der Foxp1−/−-Mauslinie konnte eine veränderte
Expression von Chrna4 gezeigt werden. Der Mittelwert aller Vergleiche zeigt, dass am Ent-
wicklungstag E16 die Expression von Chrna4 in den Gehirnen der KO-Embryonen, im Vergleich
zu wt-Embryonen 1,45-fach erhöht (p‹0,05) ist (Abb. 4.8 B). Somit konnten die Ergebnisse
der Microarray-Messungen (Abb. 4.8 A) bestätigt werden. Zur genaueren Untersuchung der
Regulation wurde die Expression von Chrna4 in Embryonen der Foxp1−/−-Mauslinie des em-
bryonalen Stadiums E15 mittels der qPCR-Methode untersucht. Aus diesen Messungen ging
hervor, dass Foxp1 auch am Entwicklungstag E15 die Expression von Chrna4 beeinflusst. So ist
die Expression von Chrna4 in den Gehirnen der KO-Embryonen, im Vergleich zu wt-Embryonen
1,57-fach erhöht (p‹0,05). Diese Ergebnisse zeigen zudem, dass bereits am Entwicklungstag
E15 neben Foxp1 auch Chrna4 im Vorderhirn exprimiert ist.
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Abbildung 4.8: Regulatorische Effekte von Foxp1 auf Chrna4.
A: Microarray-Messungen der Expressionslevel von Foxp1 und Chrna4 in Vorderhirnen von Em-
bryonen der konditionellen Foxp1−/−-Mauslinie des Entwicklungsstadiums E16 (2 Würfe: 3 wt
und 3 KO). Weiße Balken: Foxp1, schwarze Balken: Chrna4. B: qPCR-Analysen zur Bestätigung
der Microarray-Ergebnisse. Expression von Chrna4 in Vorderhirnen von Embryonen der kondi-
tionellen Foxp1−/−-Mauslinie der Entwicklungsstadien E15 und E16. Weißer Balken: E15 (ein
Wurf), schwarzer Balken: E16 (vier Würfe). C: qPCR-Analyse zur Identifizierung der Gehirn-
region, in denen die Regulation von Chrna4 im Gehirn stattfindet. KO vs. wt-Vergleich von
Embryonen der konditionellen Foxp1−/−-Mauslinie des Entwicklungsstadiums E16 (zwei Würfe).
Weißer Balken: wt; schwarzer Balken: KO. D+E: Expression von Foxp1 und Chrna4 in N1E-115-
und Neuro2a-Zellen mit siRNA-induziertem Foxp1 Knockdown (3 Foxp1-spezifischen siRNAs;
drei unabhängige Experimente). Weiße Balken: Foxp1, schwarze Balken: Chrna4. A-E: Balken
repräsentieren Mittelwerte mit Standardfehlern.
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Um herauszufinden, in welchen Gehirnregionen diese Regulation am Entwicklungstag E16
stattfindet, wurden das Striatum, Cortex, Hippocampus und Thalamus aus Gehirnen von
Embryonen der Foxp1−/−-Mauslinie (zwei Würfe) präpariert. Anschließend wurde die RNA
isoliert und in cDNA umgeschrieben. Diese wurde dann für qPCR-Experimente verwendet.
Durch die Ergebnisse dieser Experimente konnte aufgeklärt werden, dass eine Regulation von
Chrna4 durch Foxp1 im Thalamus stattfindet (Abb. 4.8 C). Im Thalamus der KO-Embryonen
ist die Expression von Chrna4 im Vergleich zu den wt-Gehirnen 2,2-fach erhöht (p‹0,05).
Des Weiteren konnte die Regulation von Chrna4 in in vitro-Experimenten in zwei murinen
Neuroblastoma-Zelllinien bestätigt werden. Sowohl in den N1E-115-, als auch in den Neuro2a-
Zellen wurde die endogene Expression von Foxp1 mit drei Foxp1-spezifischen siRNAs her-
unterreguliert. Zudem wurde eine Kontroll-siRNA verwendet, mit der Expression verglichen
wurde, um Off-Target-Effekte auszuschließen. In beiden Zellinien konnte in drei unabhängigen
Experimenten gezeigt werden, dass eine reprimierte Foxp1-Expression zu einem Anstieg der
Chrna4-Expression führt (Abb. 4.8 D+E). Dabei wird die Chrna4-Expression in den N1E-115-
Zellen ca. 2-fach und in den Neuro2a-Zellen ca. 1,5-fach erhöht. Diese Ergebnisse bestätigen
somit den in den Gehirnen der KO-Embryonen gezeigten inhibitorischen Effekt von Foxp1 auf
die Chrna4-Expression.
4.2.3 Expression von Foxp1 und Chrna4 während der embryonalen
Gehirnentwicklung
Durch Immunfluoreszenz-Färbungen sollte sichergestellt werden, dass Foxp1 und Chrna4 im
Thalamus während der Embryonalentwicklung exprimiert sind. Die Immunfluoreszenz-Färbun-
gen wurden auf embryonalen Gehirnschnitten der Entwicklungsstadien E14 und E16 durchge-
führt. Hierfür wurden Gefrierschnitte von Gehirnen der beiden Entwicklungsstadien angefer-
tigt. Für die Detektion von Foxp1 und Chrna4 wurden Antikörper verwendet, die spezifisch
an die Proteine binden. Um die Zellkerne darstellen zu können, wurde die DNA mit Hoechst
33342 angefärbt.
Die Immunfluoreszenz-Färbungen der Gehirnschnitte zeigen, dass Foxp1 am embryonalen Tag
14 nicht im Thalamus exprimiert wird (Abb. 4.9). Hingegen konnte die Expression von Chrna4
im Thalamus zu diesem Zeitpunkt bereits detektiert werden. Im Verlauf der nächsten zwei
Entwicklungstage beginnt die Expression von Foxp1 im Thalamus. So sind am embryonalen
Tag 16 sowohl Foxp1, als auch Chrna4 im Thalamus exprimiert. Die Expression von Chrna4
verändert sich von E14 zu E16. Die am Entwicklungstag E14 gezeigte weitflächige Expression
von Chrna4 konzentriert sich am Entwicklungstag E16 auf kleine Regionen des Thalamus. Dies
sind Bereiche, wo die Expression von Foxp1 nicht detektiert wurde. Somit ist die Expression







Abbildung 4.9: Expression von Foxp1 und Chrna4 im Thalamus während der embryonalen Ge-
hirnentwicklung.
Immunfluoreszenz-Färbungen auf wt-Gehirnschnitten des Entwicklungsstadiums E14 und E16. An
den embryonalen Tagen 14 und 16 ist Chrna4 im Thalamus exprimiert. Foxp1 wird nach ca. 16
Tagen embryonaler Entwicklung exprimiert. Foxp1 und Chrna4 sind zu diesem Entwicklungssta-
dium in unterschiedlichen Neuronenpopulationen des Thalamus exprimiert. Die Maßstabsbalken
entsprechen 200 µm.
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4.2.4 Expression von Foxp1 und Chrna4 im Thalamus von wt und KO
Embryonen
Weitere Immunfluoreszenz-Färbungen wurden auf Gefrierschnitten von wt- und KO-Embryo-
nen der Foxp1−/−-Mauslinie des Entwicklungtages E16 durchgeführt. Hiermit sollte gezeigt
werden, dass die aus den vorangegangenen qPCR-Studien demonstrierte transkriptionelle Re-
pression von Chrna4 durch Foxp1 im Thalamus auch auf Proteinlevel stattfindet. Verwendet
wurden Foxp1- und Chrna-spezifische Antikörper, sowie Hoechst 33342 zur Darstellung der
Zellkerne.
Foxp1 und Chrna4 sind im wt-Thalamus exprimiert. Jedoch ist die Expression der beiden
Proteine vorwiegend gegensätzlich (Abb. 4.10). Im Thalamus des KO-Embryos ist Foxp1
nicht exprimiert. Durch eine Genotypisierungs-PCR wurden im Voraus die Genotypen be-
stimmt. Diese konditionelle Foxp1−/−-Mauslinie wurde in unserer Arbeitsgruppe durch Dr.
Claire Bacon generiert. Es handel sich hierbei um eine Mauslinie, bei der die Expression von
Foxp1 ausschließlich im Gehirn ausgeschaltet wurde. Die Expression von Chrna4 im Thala-
mus des KO-Gehirns ist im Vergleich zum wt-Gehirn weitflächiger. Chrna4-Protein wird im
KO-Gehirn in Regionen des Thalamus exprimiert, in denen im wt-Gehirn zwar Foxp1, aber
nicht Chrna4 exprimiert wurde. Da es sich bei den gezeigten Gefrierschnitten um vergleich-
bare Ebenen im Gehirn handelt, ist es wahrscheinlich, dass die weitflächigere Expression von







Abbildung 4.10: Expression von Foxp1 und Chrna4 im Thalamus von wt und KO Embryonen.
Immunfluoreszenz-Färbungen auf wt- und KO-Gehirnschnitten der Foxp1−/−-Mauslinie des Ent-
wicklungsstadiums E16. Im Thalamus des wt-Embryos sind Foxp1 und Chrna4 exprimiert. Die
Expression von Chrna4 konzentriert sich auf eine Region des Thalamus. Foxp1 hingegen ist vor-
wiegend außerhalb dieser Region im Thalamus exprimiert. Im Thalamus des KO-Embryos wird
Foxp1 nicht exprimiert. Die Expression von Chrna4 im Thalamus des KO-Gehirns ist weitflächiger
als im wt-Gehirn. Die Maßstabsbalken entsprechen 200 µm.
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4.2.5 Expression von FOXP1 und CHRNA4 im adulten humanen Gehirn
Um sicherzustellen, dass FOXP1 und CHRNA4 auch im menschlichen Gehirn im Thalamus
exprimiert sind, wurden Expressionsstudien durchgeführt. Hierfür wurde RNA vom adulten
frontalen Cortex, Hippocampus, Thalamus, Amygdala und Cerebellum verwendet. Die hier-
für verwendete RNA wurde von Ambion erworben. Nach Umschreibung der RNA in cDNA
wurde die Expression von FOXP1 und CHRNA4 mittels semiquantitativer PCR analysiert. Als
Kontrolle wurde das Housekeeping-Gen ARF1 gemessen. Alle in Abbildung 4.11 dargestell-
ten PCR-Produkte wurden in 35 Zyklen amplifiziert. Aus diesen Untersuchungen ging hervor,
dass FOXP1 im adulten frontalen Cortex, Hippocampus, Thalamus und Cerebellum exprimiert
wird. CHRNA4 hingegen wird im Hippocampus, Thalamus und in der Amygdala exprimiert.
Somit sind FOXP1 und CHRNA4 im Hippocampus und Thalamus koexprimiert. Diese Er-
gebnisse zeigen, dass die mit Hilfe des Mausmodells gezeigte Regulation von Chrna4 durch
Foxp1 im Thalamus durch die Koexpression der beiden Proteine auch im menschlichen Gehirn
möglich wäre.
Abbildung 4.11: Expression von FOXP1 und CHRNA4 im adulten humanen Gehirn.
Semiquantitative PCR zur Analyse der Expression von FOXP1 und CHRNA4 im humanen Gehirn
(Frontaler Cortex, Hippocampus, Thalamus, Amygdala und Cerebellum). Als Kontrolle wurde das
Housekeeping-Gen ARF1 gemessen. Es wurden 35 Zyklen angewendet.
4.2.6 Identifizierung von Foxp1-Bindungsstellen in der Promotorregion
von Chrna4
Um die in dieser Arbeit gezeigte Regulation von Chrna4 durch Foxp1 weiter zu bestätigen,
wurden ChIP-Experimente durchgeführt. Diese Methode ermöglicht es, direkte Interaktio-
nen von Proteinen mit regulatorischen DNA-Sequenzen zu identifizieren. Durch in silico-
Analysen der 10 kb upstream-Promotorregion von Chrna4 konnten potentielle Bindungsstel-
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len von Foxp1 identifizierten werden. Diese Untersuchungen zeigten, dass es in dieser Region
zehn Sequenzabschnitte (A-J) gibt, in denen potentielle Bindungsstellen liegen (4.12 A). Zur
Aufklärung, welche dieser potentiellen Bindungsstellen von Foxp1 in vivo gebunden werden,
wurden ChIP-Experimente durchgeführt. Hierfür wurde das endogene Foxp1-Protein mit ei-
nem Anti-Foxp1-Antikörper aus Vorderhirnen von wt-Embryonen des Entwicklungtages E16
immunopräzipiert und die gebundene DNA mittels qPCR-Methode analysiert. Die Ergebnisse
dieser Analyse zeigten, dass der Sequenzabschnitt „F“ (mm10, chr2:181043129-181043395)
der Promotorregion von Chrna4 in der Foxp1-ChIP angereichert war (4.12 B+C). Dieser 266
bp lange Sequenzabschnitt liegt ca. 4 kb upstream vor dem Transkriptionsstart von Chrna4
und beinhaltet drei potentielle Bindungsstellen von Foxp1. Zwei dieser Bindungsstellen liegen
Abbildung 4.12: Identifizierung von Foxp1-Bindungsstellen in der Promotorregion von Chrna4.
A: Schema der Promotorregion von Chrna4. Buchstaben stellen Fragmente unterschiedlicher Län-
gen dar, die potentielle Foxp1-Bindungsstellen enthalten. Diese Fragmente wurden in den Foxp1-
ChIP-Ansätzen auf DNA-Anreicherung überprüft. Die weiße Box repräsentiert die Region, welche
in der Foxp1-ChIP angereichert war. B: Die semiquantitative PCR der Promotorregion „F“ von
Chrna4 und der Kontrollregion wurde mit DNA von Foxp1- und IgG-ChIP Experimenten durch-
geführt. Alle Messungen, die aus der Foxp1-ChIP hervorgingen, wurden auf IgG-ChIP-Messungen
normalisiert und mit einer Kontrollregion verglichen (drei unabhängige Experimente). Weiße Bal-
ken: Promotorregion „F“ von Chrna4; schwarze Balken: Kontrollregion. C: DNA-Anreicherung des
Fragmentes „F“ in der Promotorregion von Chrna4.
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in einem 112 bp-großem Bereich, welche zu 59,8 % zwischen dem murinen (mm10) und dem
humanen Genom (hg19) konserviert ist. In drei unabhängigen Experimenten konnte gezeigt
werden, dass der Sequenzabschnitt „F“ in den Foxp1-ChIPs 4- bis 10-fach (weiße Balken)
im Vergleich zu der Kontrollregion (schwarze Balken) angereichert ist. Alle Messungen wur-
den auf Messungen der IgG-ChIP normalisiert. Untersuchungen der anderen neun Fragmente
zeigten keine DNA-Anreicherungen in den Foxp1-ChIP Ansätzen. Daher bindet Foxp1 in der
untersuchten Promotorregion von Chrna4 nur an den Sequenzabschnitt „F“.
Diese ChIP-Experimente zeigten eine direkte Interaktion von Foxp1 mit der Promotorregion
von Chrna4 und deuten somit darauf hin, dass die in den vorherigen Ergebnissen gezeigte
Regulation direkt ist.
4.2.7 Überprüfung der funktionellen Relevanz der Promotorregion „F“ von
Chrna4
Zur Überprüfung der funktionellen Relevanz der Promotorregion „F“ von Chrna4 wurden
Luciferase-Reporter-Assays durchgeführt. Zunächst wurde die Sequenz der Promotorregion
„F“ vor das Luciferase-Gen in den pGL3 basic-Vektor kloniert. Zur Normalisierung wurde der
pRL-TK-Vektor immer kotransfiziert. Die Luciferase-Reporter-Assays wurden in der Zelllinie
N1E-115 durchgeführt. Diese Zelllinie wurde gewählt, da in diesen Zellen in den vorangegan-
genen Foxp1-Knockdown-Experimenten eine Hochregulation von Chrna4 in Zellen mit einem
verringerten Foxp1-Level beobachtet wurde (4.8 D). Um das Regulationspotential der Pro-
motorregion „F“ von Chrna4 zu analysieren, wurden die Luciferaseaktivitäten mit und ohne
Foxp1-Überexpression gemessen.
Die Ergebnisse dieser Messungen sind in Abbildung 4.13 dargestellt. Bei den Luciferase-
Reporter-Assays wurde die Aktivität der Firefly-Luciferase des pGL3 basic-Vektors mit und
ohne Promotorregion „F“ gemessen. Die weißen Balken repräsentieren Ansätze ohne Foxp1-
Überexpression (Kontrolle) und die schwarzen Balken zeigen Ansätze mit einer Foxp1-Über-
expression. Die Ergebnisse demonstrieren, dass kein regulatorischer Effekt mit dieser Methode
gezeigt werden konnte (zwei unabhängige Experimente). Somit reicht der Sequenzabschnitt
„F“ nicht aus, um die Expression der Firefly-Luciferase des pGL3 basic-Vektors zu regulie-
ren. Offensichtlich ist das Zusammenwirken mehrerer regulatorischer Sequenzen und/ oder in
diesem Experiment fehlende Kofaktoren notwendig, um die Expression zu beeinflussen.
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Abbildung 4.13: Luciferase-
Assays zur Analyse der funktio-
nellen Relevanz der Promotorre-
gion „F“ von Chrna4.
Balken repräsentieren die relative
Luciferase-Aktivität. Luciferase-
Aktivität (pGL3 basic) wurde auf
die Renilla-Aktivität (pRL-TK)
normalisiert. Weiß: Kontrolle;
schwarz: Foxp1. Balken re-
präsentieren Mittelwerte mit
Standardfehlern.
4.2.8 Biologische Prozesse, an denen Chrna4 während der embryonalen
Gehirnentwicklung beteiligt ist
Um Hinweise auf die Relevanz der identifizierten transkriptionellen Regulation von Chrna4
durch Foxp1 in molekularbiologischen Vorgängen während der Gehirnentwicklung zu erhalten,
wurden die Expressionsdaten der Microarray-Experimente (Mouse Gene 2.0 ST Arrays; Affy-
metrix) von Dr. Carsten Sticht (Zentrum für Medizinische Forschung, Universitätsklinikum
Mannheim) erneut analysiert. Hierbei wurden die Vorderhirn-Expressionsprofile von wt- und
KO-Embryonen der Foxp1−/−-Mauslinie des Entwicklungsstadium E16 als Grundlage für eine
Signalweg-Analyse verwendet. Für die Analyse wurden die Datenbanken Gene Ontology (GO)
(Abrahams et al., 2007) und Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) (Kanehisa
und Goto, 2000),(Kanehisa et al., 2012) verwendet. Um Signalwege herauszufiltern, die in
den Gehirnen der KO-Embryonen stark verändert sind, wurden nur diejenigen als relevant
angehsehen, bei denen die Expression beteiligter Gene mindestens 10 % in den Gehirnen der
KO-Embryonen hochreguliert war (FDR‹0,05). Obwohl eine Hochregulation von 10 % nicht
stark ist, deuten die FDR-Werte, welche meist deutlich kleiner als 0,05 waren, auf einen wahr-
scheinlichen veränderten Ablauf in Gehirnen der KO-Embryonen hin. Die Auswertung zeigte,
dass 18 biologische Prozesse Veränderungen der Expression der beteiligten Gene aufwiesen.
In sieben von diesen 18 Signalwegen, ist Chrna4 involviert. Hierbei handelt es sich um folgen-
de Signalwege: Zellkommunikation, Kationentransport, Synaptische Transmission, Verhalten,
motorisches Verhalten, Transmission von Nervenimpulsen und Metallionen. Diese biologischen
Prozesse sind in den Abbildungen 5.6-5.12 (siehe Anhang) als Heatmaps graphisch dargestellt.
Die Expression aller Gene, die in den KO-Embryonen differentiell exprimiert wurden, ist farb-
lich dargestellt. Rot bedeutet, dass die Expression erhöht war und grün, dass die Expression
der wt-Expression entspricht. Für jedes Gen ist die Expression in allen analysierten Embryo-
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nen (KO12, KO122, KO16, wt14, wt15 und wt 118) gezeigt. Des Weiteren sind neben den
Gensymbolen und Gennamen auch die GO-Bezeichnungen und -Nummern angegeben.
Aus dieser Signalweg-Analyse geht hervor, dass Chrna4 im entwickelnden Gehirn wahrschein-
lich in mehrere biologische Prozesse involviert ist. Wie die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen,
wird die Expression von Chrna4 von Foxp1 reguliert. Somit wird der Ablauf der Signalwe-
ge, in welche Chrna4 involviert ist, wahrscheinlich beeinflusst. Durch morphologische und
elektrophysiologische Studien sowie Verhaltensstudien mit Mäusen der Foxp1−/−-Mauslinie
konnte von Dr. Claire Bacon, in Zusammenarbeit mit Dr. Corentin Le Magueresse (Deutsches
Krebsforschungszentrum, Heidelberg) und Dr. Miriam Schneider (Zentralinstitut für Seelische
Gesundheit, Mannheim), in unserem Labor gezeigt werden, dass die Foxp1−/−-Mäuse einen
Phänotyp aufweisen. So ist bei den Foxp1−/−-Mäusen die Impulsfrequenz der Neuronen im
Hippocampus reduziert und sowohl das motorische Verhalten als auch das allgemeine Verhal-
ten ist gestört. Die in dieser Arbeit durchgeführte Signalweg-Analyse zeigte eine veränderte
Expression von Genen, einschließlich Chrna4 bei den biologischen Prozessen „Verhalten“ und
„motorisches Verhalten“. Da diese bei Verhaltenstudien bei den KO-Mäusen auffällig waren,
ist es möglich, dass durch den fehlenden regulatorischen Einfluss von Foxp1 auf die beteiligten
Gene diese Signalwege gestört sind und zu dem beobachteten Phänotyp führen. Interessant
ist auch, dass bei den KO-Mäusen die Impulsfrequenz der Neuronen im Hippocampus redu-
ziert ist. Da die Signalweg-Analyse zeigte, dass die biologischen Prozesse „Kationentransport“,
„Zellkommunikation“ und „Synaptische Transmission“ in den Gehirnen der KO-Mäuse verän-




In der vorliegenden Arbeit wurden genomweite Methoden angewendet, um Zielgene des
Transkriptionsfaktors Foxp1 in vivo zu identifizieren. Obwohl bereits Studien zur Aufklä-
rung der Rolle von Foxp1 im Gehirn existieren, konnten bisher keine endogenen Zielgene von
Foxp1 während der embryonalen Gehirnentwicklung identifiziert werden (Konstantoulas et al.,
2010; Tang et al., 2012). Welche entscheidende Rolle FOXP1 während der Gehirnentwicklung
einnimmt, zeigen die Phänotypen von Patienten mit heterozygoten Deletionen bzw. Mutatio-
nen im FOXP1-Gen. In verschiedenen Studien wurde bisher über insgesamt neun Patienten
berichtet, die alle Beeinträchtigungen der Grobmotorik aufweisen und an einer Sprachent-
wicklungsstörung und geistiger Behinderung (leicht bis mittelschwer) leiden. Bei einigen der
Patienten wurde zudem eine Autismusspektrumstörung diagnostiziert (Pariani et al., 2009;
Carr et al., 2010; Horn et al., 2010; Hamdan et al., 2010; O’Roak et al., 2011; Palumbo
et al., 2013). Um ein besseres Verständnis für die zugrunde liegenden Signalwege zu bekom-
men, war die Zielsetzung dieser Arbeit, durch Foxp1 regulierte Gene zu identifizieren und zu
charakterisieren. Die durchgeführten in vivo- und in vitro-Experimente zeigten, dass Foxp1
die Expression von Pcdh17 und Chrna4 während der embryonalen Gehirnentwicklung reguliert
und an die Promotoren der beiden Zielgene direkt bindet.
Obwohl bisher keine Zielgene von Foxp1 im Gehirn bekannt sind, gibt es erste Hinweise aus in
vitro Studien über Zielgene und molekulare Mechanismen aus in vitro Studien. In Experimen-
ten mit embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) wurde von Konstantoulas und Kollegen eine
Regulation von Pituitary homeobox 3 (Pitx3) durch Foxp1 aufgedeckt. Diese Regulation ist
abhängig von zwei Bindungsstellen im Promotor von Pitx3. Durch eine direkte Interaktion mit
diesen Bindungsstellen aktiviert Foxp1 die Expression von Pitx3 (Konstantoulas et al., 2010).
Pitx3 fördert die Differenzierung von ES-Zellen zu dopaminergen Neuronen. Im Mittelhirn wird
Pitx3 ausschließlich in dopaminergen Neuronen exprimiert und ist hier für die Differenzierung
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und/ oder die Aufrechterhaltung dieser Neuronen wichtig (Chung et al., 2006; Smidt et al.,
1997; Maxwell et al., 2005). Wie Pitx3 ist auch Foxp1 in dopaminergen Neuronen des Mit-
telhirns exprimiert. Da Foxp1 in den ES-Zellen die Expression von Pitx3 aktiviert, spekulieren
Konstantoulas et al., dass Foxp1 die Transkription von Pitx3 in dopaminergen Neuronen des
Mittelhirns reguliert und somit in die Differenzierung und/ oder die Aufrechterhaltung dieser
Neuronen in vivo involviert ist (Konstantoulas et al., 2010).
Bei einem weiteren Ansatz zur Identifizierung von Zielgenen und Signalwegen, die von Foxp1
reguliert werden, wurde Foxp1 in vitro in murinen striatalen Neuronen überexprimiert und
Mircoarray- und ChIP-Experimente durchgeführt. Die Ergebnisse dieser Studie zeigten, dass
eine Vielzahl der regulierten Zielgene in Signalwege des Immunsystems und in Signalwege,
die im Zusammenhang mit Chorea Huntington stehen, involviert sind. Zur Bestätigung dieser
Ergebnisse wurde Foxp1 in vivo über Lentiviren im Striatum überexprimiert. Diese Versuche
zeigten, dass die in in vitro beobachtete Regulationen der Zielgene signifikant mit Gliazellen
assoziiert sind (Tang et al., 2012). Die Daten dieser Studie sind kritisch zu beurteilen, da die
aus dem Microarray-Screening gewonnenen Zielgene nicht durch die durchgeführten ChIP-
Experimente bestätigt werden konnten. Des Weiteren ist ein funktioneller Bezug der Daten
nicht gegeben, da Foxp1 nicht endogen in Gliazellen des Striatums exprimiert ist.
5.1 Etablierung der ChIP-Methode mit endogenen Proteinen
Die ChIP-Methode ermöglicht es, durch das Crosslinken der DNA mit den Proteinen und einer
anschließenden Immunpräzipitation genomweite Bindungsstellen eines Transkriptionsfaktors in
vivo zu identifizieren. Bei dieser sensitiven Methode ist die Wahl des Antikörpers ein kriti-
scher Punkt. Denn das Ergebnis einer ChIP wird stark durch die Qualität des Antikörpers
bestimmt. Ein spezifischer Antikörper reichert Bindungsstellen im Vergleich zu unspezifischen
gebundenen Sequenzen (Hintergrund) stark an und macht es somit leichter, Bindungsstel-
len zu detektieren (Park, 2009; Furey, 2012). Für die Etablierung dieser Methode habe ich
Chromatin aus Vorderhirnen von Wildtyp-Mausembryonen des embryonalen Entwicklungssta-
dium E16 verwendet, da dieses Stadium bereits für die qPCR-Experimente verwendet wurde.
Zudem ist Foxp1 zu diesem Zeitpunkt erstmals stark im Cortex, Striatum, Thalamus und
Hippocampus exprimiert. Wie bereits diskutiert, sind bis heute keine Zielgene von Foxp1 im
Gehirn bekannt. Somit war es nach Abschluss einer Foxp1-ChIP nicht möglich, den Erfolg
der ChIP anhand bekannter Zielgene zu überprüfen. Um jedoch die ChIP-Methode zu etablie-
ren und zu validieren, wurde daher zunächst ein Polymerase II-Antikörper (Pol II) eingesetzt.
Dieser Antikörper wurde bereits in anderen Laboren für die Etablierung der ChIP-Methode ver-
wendet (Axel Visel, persönliche Mitteilung). Als Kontrollen wurden bei jedem ChIP-Protokoll
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ein Input- und ein IgG-Ansatz durchgeführt. Durch den Vergleich der ChIP-Ergebnisse mit
dem Input-Kontrollansatz können Einflüsse wie die Zugänglichkeit des Chromatins verschiede-
ner Bereiche und verschieden lange Fragmentgrößen korrigiert werden. Als Negativkontrolle
wurde eine Mock-Immunpräzipitation durchgeführt. Hierfür wurde IgG als Isotyp-Kontroll-
Antikörper verwendet, um unspezifische Bindungen des Ziel-Antikörpers aufzudecken. Diese
können durch die Bindungen des Fc-Fragmentes des IgGs an zelluläre Fc-Rezeptoren oder
andere Protein-Protein-Interaktionen entstehen. Die Überprüfung des Erfolges einer durchge-
führten ChIP erfolgte mittels qPCR-Analysen. Wie bekannt ist, bindet die Polymerase II an
TATA-Box-Sequenzen von eukaryotischen Genen. Fragment-Anreicherungen der TATA-Box-
Sequenzen der Housekeeping-Gene ß-actin und Gapdh zeugten daher von einer erfolgreichen
ChIP (Abbildung 4.5). Um sicher zu gehen, dass diese Anreicherungen nicht durch Artefakte
verursacht waren, wurden auch 1 kb upstream gelegene Sequenzen überprüft. Jede Messung
wurde mit Messungen der IgG-Kontrolle verglichen. Da in den für diese Arbeit durchgeführ-
ten ChIP-Experimenten nur die TATA-Box-Sequenzen von ß-actin und Gapdh angereichert
waren, wurde das ChIP-Protokoll erfolgreich etabliert. Auch die Anwendung des kommerziell
verfügbaren Foxp1-Antikörpers (Abcam ab16645) führte zu einer spezifischen Anreicherung.
Dies konnte anhand der in dieser Arbeit identifizierten Zielgene von Foxp1 gezeigt werden
(Abbildungen 4.6, 4.12). Obwohl ich die ChIP-Methode mit endogen exprimiertem Foxp1 von
Vorderhirnen von Embryonen des Entwicklungtages E16 etablieren konnte, war das Ergebnis
nicht für „Next generation sequencing“ geeignet. Denn für die Sequenzierung werden DNA-
Fragmente einer Größe von 150 bis 300 bp benötigt (Park, 2009). Trotz zahlreicher Versuche
diese Fragmentgrößen zu erreichen, konnte ich mit keinem der verwendeten Sonifizierer (Cell
disruptor Model W185F, Covaris S220, Diagenode Bioruptor) die hierfür optimalen Bedingun-
gen herausfinden. Das beste Ergebnis wurde mit dem Cell disruptor Model W185F-Sonifizierer
erreicht. Die sonifizierten DNA-Fragmente hatten eine Größe von 100 bis 10.000 bp, wobei
die meisten Fragmente zwischen 200 und 1000 bp groß waren. Daher wurde die Identifizierung
von Bindungsstellen in Promotoren potentieller Zielgene von Foxp1 mittels qPCR-Analysen
durchgeführt.
5.2 Zielgen-Screening: FOXP1-Knockdown-Studien in
SH-SY5Y Zellen
In einem ersten Ansatz zur Identifizierung von Zielgenen von FOXP1 wurde die
Expression von FOXP1 über FOXP1-spezifische siRNAs in Neuroblastoma-Zellen reduziert
und die Expression dieser Zellen mittels Microarrays mit Zellen, die mit Kontroll-siRNAs trans-
fiziert waren, verglichen. Die Knockdown-Studien wurden in den humanen SH-SY5Y-Zellen
durchgeführt. Diese Zellen wurden für das Zielgen-Screening ausgewählt, da diese bereits für
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die Identifizierung von Zielgenen des stark homologen Transkriptionsfaktors FOXP2 verwen-
det wurden (Vernes et al., 2008). Ein weiterer Grund war, dass die konditionelle Foxp1−/−-
Mauslinie, welche in unserer Arbeitgruppe von Dr. Claire Bacon generiert wurde, zu diesem
Zeitpunkt noch nicht zur Verfügung stand.
RNA Interferenz (RNAi) ist ein posttranskriptioneller Mechanismus, welcher zur Regulation
der Expression von Genen beiträgt. In eukaryotischen Zellen wird so die Expression über en-
dogen kodierte MicroRNAs (miRNAs) supprimiert. Dieser Mechanismus wird auch genutzt,
um die Expression bestimmter Gene artifiziell über synthetische synthetisierte siRNAs herun-
terzuregulieren (Fire et al., 1998; Hutvágner und Zamore, 2002; Sharp, 2001; Waterhouse
et al., 2001). Knockdown-Experimente mit siRNAs sind zwar eine elegante Methode, die en-
dogene Expression eines Gens zu reprimieren, jedoch ist es bekannt, dass die 21-23 Nukleotide
langen siRNAs zu unspezifischen Effekten führen. Diese werden als „Off-Target-Effekte“ be-
zeichnet, welche meistens durch Kompatibilität der Nukleotide zwei bis sieben der siRNAs
(„Seed-Region“) mit anderen genomischen Sequenzen hervorgerufen werden (Lin et al., 2005;
Birmingham et al., 2006). Um auszuschließen, dass die beobachteten Effekte nicht auf „Off-
Target-Effekte“ zurückzuführen sind, wurden in dieser Arbeit „Silencer Select“ siRNAs (Invi-
trogen) verwendet, bei denen durch Modifikationen der Seed-Region unspezifische Bindungen
reduziert wurden. Des Weiteren wurde bei jedem Experiment darauf geachtet, dass mindes-
tens zwei Foxp1-spezifische siRNAs eingesetzt wurden. Für eine genomweite Analyse wurden
zwei unabhängige Knockdown-Experimente durchgeführt, die RNA der Knockdown- und Kon-
trollansätze miteinander vereinigt und anschließend die Expression auf Microarrays verglichen.
Besonders interessante potentielle Zielgene wurden in weiteren SH-SY5Y-Knockdown-Studien
untersucht. Da zu diesem Zeitpunkt bereits die konditionelle Foxp1−/−-Mauslinie generiert
wurde, wurde die murine Neuroblastoma-Zelllinie N1E-115 für weitere Knockdown-Studien
gewählt. Die Ergebnisse zeigten, dass drei der untersuchten potentiellen Zielgene in beiden
Zelllinien reguliert sind. Daher wurden diese drei Gene, Pcdh17, Tspan8 und Glt8d2 für
Untersuchungen mit Material der Foxp1−/−-Mauslinie ausgewählt. Hierfür wurde RNA aus
den Vorderhirnen von den Entwicklungstagen E13, E15 und E16 von wt und KO-Embryonen
isoliert und qPCR-Experimente durchgeführt. Die Daten dieser Validierung zeigten, dass we-
der Tspan8, noch Glt8d2 in den Vorderhirnen reguliert sind. Jedoch konnten diese in vivo-
Experimente die in den in vitro-Experimenten beobachtete Regulation von Pcdh17 bestätigen.
Pcdh17 ein Kalzium-abhängiges Zelladhäsionsprotein und ist für die Bildung von Adhäsions-
verbindungen wichtig (Abb. 5.1). Es gehört zu der Familie der Protocadherine, welche ei-
ne Untergruppe der Cadherine darstellen und bei Vertebraten vorwiegend im Nervensystem
exprimiert werden. Heutzutage sind beim Menschen mehr als 100 Cadherine bekannt, die
sich durch typische „Cadherin-Repeats“ in der extrazellulären Domäne auszeichnen (Takeichi,






Abbildung 5.1: Schematische Darstellung des Zelladhäsionsproteins Pcdh17 an der Synpase.
Pcdh17-Proteine (dunkelblau) binden Kalzium und verbinden somit Prä- und Postsynpase.
verschiedenen Mitgliedern die größte Cadherin-Unterfamilie (Redies et al., 2005). Die Proto-
cadherin-Unterfamilie kann wiederum in zwei Untergruppen eingeteilt werden, den „Clustered“-
und den „Nonclustered“-Protocadherinen (Redies et al., 2005). Pcdh17 ist ein „Nonclustered“-
Protocadherin, und für diese Untergruppe konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden,
dass diese Protocadherine nicht nur während der Gehirnentwicklung, sondern auch im adulten
Gehirn exprimiert werden (Hirano et al., 1999; Yamagata et al., 1999; Nakajima et al., 2001;
Kim et al., 2007; Redies et al., 2008). Zudem konnte gezeigt werden, dass Beeinträchtigungen
der Expression und Funktionalität von Protocadherinen zu neuropsychiatrischen Krankheiten
wie Autismusspektrumstörung, geistiger Behinderung und Schizophrenie führen können (Bray
et al., 2002; Dean et al., 2007; Dibbens et al., 2008; Morrow et al., 2008; Gregório et al.,
2009). Die Daten weiterer Studien belegen, dass Protocadherine eine wichtige Rolle bei der
Neuralrohr-Regionalisierung, der Differenzierung des Cortex, der Entstehung von neuronalen
Kreisläufen und dendritischen Dornfortsätzen sowie der Entstehung und Remodellierung von
Synapsen spielen (Hirano et al., 2003; Redies, 2000; Takeichi, 2007; Hirano und Takeichi,
2012). Bei Patienten mit geistiger Behinderung wurden bereits Deletionen und Mutationen in
Genen gefunden, welche für synaptische Proteine kodieren. Durch Tiermodell-Studien konnte
gezeigt werden, dass diese Mutationen die Struktur und/ oder die Funktion der Synapsen
beeinträchtigt (Guilmatre et al., 2009; Hamdan et al., 2009, 2011; Südhof, 2008). Molekula-
re Mechanismen, die bei Patienten mit geistiger Behinderung gestört sind, können prä- und
postsynaptische Signalwege, Umstrukturierungen des Cytoskeletts, intrazelluläre Signalüber-
tragungen, die Regulation der Transkription und epigenetische Modifizierungen des Chroma-
tins betreffen (Abb. 5.2) (van Bokhoven, 2011). Wie mehrere aktuelle Studien zeigen, führt
eine Haploinsuffizienz von FOXP1 zu geistiger Behinderung (Pariani et al., 2009; Carr et al.,














Abbildung 5.2: Neuronale Prozesse, welche bei Patienten mit geistiger Behinderung gestört sein
können.
Struktur einer typischen chemischen Synapse, bei der das Axon des präsynaptischen Neu-
rons mit dem Dendriten des empfangenden postsynaptischen Neurons verbunden ist. 1○: Eine
Stimulierung des Nervs führt zu einem Aktionspotential, hierdurch fusionieren Vesikel mit der
Membran und Neurotransmitter werden in den synaptischen Spalt freigegeben. Diese binden an
Rezeptoren der Postsynapse, wodurch Ionenkanäle geöffnet werden. Es entsteht ein postsynap-
tisches Potential. 2○: Die Aktivierung von Rezeptoren initiiert eine Reihe von Signalvorgängen
in der postsynaptischen Region. 3○: Im Falle der Bildung von Langzeiterinnerungen kommt es
zu einer Reorganisation des Cytoskeletts, 4○: sowie der Aktivierung von zellulären Signalwegen.
5○: Diese Vorgänge haben einen sofortigen Einfluss auf die neuronale Genexpression. Alle diese
Abläufe können durch Gendefekte zerstört werden und zu geistiger Behinderung führen. Modifi-
ziert nach van Bokhoven (2011).
muten, dass durch die heterozygoten FOXP1-Deletionen und -Mutationen die Regulation der
Transkription von Zielgenen in den Synapsen gestört ist. Die Daten dieser Arbeit bestätigen
diese Annahme. Es konnte gezeigt werden, dass in embryonalen Gehirnen von KO-Embryonen
der konditionellen Foxp1−/−-Mauslinie die Transkription des Pcdh17-Gens, welches für ein
Zell-Adhäsionsprotein kodiert, im Vergleich zu wt-Embryonen niedriger ist. Daher aktiviert
Foxp1 die Transkription von Pcdh17 in den Neuronen. Die hier gezeigte herunterregulierte
Expression, führt wahrscheinlich in den Gehirnen der KO-Tiere und der Patienten zu einer
geringeren Anzahl an Zell-Zell-Verbindungen zwischen Prä- und Postsynapsen. Der verringerte
Einbau der Proteinkomplexe beeinflusst daher die Bildung und Stabilität synaptischer Kontak-
te. Dass eine beeinträchtigte Expression von Protocadherinen zur Ausprägung einer geistigen
Behinderung führen kann, zeigen Mutationen in Pcdh19 (Hynes et al., 2010; Dibbens et al.,
2008; Jamal et al., 2010; Vincent et al., 2012). Pcdh19 gehört wie auch Pcdh17 zu den
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„Nonclustered“-Protocadherinen. Da beide Proteine strukturell ähnlich sind, ist es möglich,
dass eine fehlerhafte Regulation von Pcdh17 einen ähnlichen kognitiven Phänotyp hervorruft.
Die Expressionsdaten dieser Arbeit zeigen, dass sowohl im murinen als auch im menschlichen
Gehirn Pcdh17 im Hippocampus, Thalamus und Cortex exprimiert ist. Eine starke Expressi-
on von Pcdh17 wurde auch im murinen Striatum beobachet. Zudem konnte in einer Studie
gezeigt werden, dass PCDH17 auch beim Menschen im Striatum exprimiert ist (Abrahams
et al., 2007). In allen diesen Gehirnarealen konnte in dieser Arbeit anhand der konditionellen
Foxp1−/−-Mauslinie demonstriert werden, dass Foxp1 die Transkription am Entwicklungstag
E16 aktiviert. Weiterhin zeigten die Daten, dass die Regulation im Vorderhirn bereits an Tag
E13, mit beginnender Expression von Foxp1, einsetzt. Nicht nur das ähnliche Expressionsmus-
ter von Pcdh17 in murinen und humanen Gehirn lässt vermuten, dass diese Regulation auch
im menschlichen Gehirn eine wichtige Rolle spielt, auch die in dieser Arbeit durchgeführten in
vitro Exprimente in den humanen SH-SY5Y Neuroblastomazellen demonstrieren einen Einfluss
von FOXP1 auf die Expression von PCDH17. Ein weiterer Hinweis auf die Relevanz dieser Re-
gulation im menschlichen Gehirn gibt die im Rahmen dieser Arbeit mittels der ChIP-Methode
aufgedeckte 629 bp-langen genomischen Abschnitt der Promoterregion von Pcdh17, in der
Foxp1 bindet. Dieser Abschnitt enthält acht in silico vorhergesagte Foxp1-Bindungsstellen und
ist zwischen Maus (mm10) und Mensch (hg19) 77,6 % konserviert. Zur Bestimmung des funk-
tionellen Einflusses dieses Abschnittes wurden in dieser Arbeit Luciferase-Reportergen-Assays
durchgeführt. Die Experimente zeigten, dass diese 629 bp-lange Sequenz nicht ausreicht, um
die Expression der Firefly-Luciferase zu aktivieren. Dies bedeutet jedoch nicht, dass diese Se-
quenz in vivo keine Rolle spielt. Gründe für das Ergebnis des Luciferase-Reportergen-Assays
können fehlende Kofaktoren in den verwendeten N1E-115 Zellen oder fehlende Interaktio-
nen mit Proteinen anderer regulatorischer Sequenzen sein. Es ist bekannt, dass viele der
Bindungsstellen von Transkriptionsfaktoren weit vom proximalen Promotor entfernt liegen
können (Chen et al., 2008). Diese regulatorischen Sequenzen werden bei einem Luciferase-
Reportergen-Assay vernachlässigt. Daher spiegelt dieser Assay nicht den in vivo-Einfluss einer
Promotorregion auf die Expression eines Genes wider. Die ChIP-Experimente zeigen jedoch
deutlich, dass Foxp1 den Promotor von Pcdh17 direkt bindet. Da Foxp1 im Mausmodell und
in den murinen und humanen Zelllinien die Expression von Pcdh17 reguliert, lassen diese Da-
ten vermuten, dass die FOXP1-Haploinsuffizienz zu einer Misregulation von PCDH17 führt
und diese wahrscheinlich einen Einfluss auf die Kognition der Patienten hat.
Interessant in Hinblick auf die Sprachentwicklungsstörungen der Patienten mit heterozygoten
FOXP1-Mutationen ist eine Publikation von Abrahams und Kollegen. Bei genomweiten Unter-
suchungen humaner Gehirne konnte gezeigt werden, dass sowohl PCDH17 als auch CNTNAP2
in embryonalen Cortices stark in den frontalen und anterioren Regionen exprimiert sind. Die
Ergebnisse durchgeführter RNA in situ Hybridisierungen zeigten zudem eine überlappende
Expression beider Gene im Striatum und Thalamus (Abrahams et al., 2007). Alle diese Gehir-
nareale sind in Kreisläufe verwickelt, die für diverse kognitive Prozesse, wie beispielsweise die
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Sprachentwicklung, essentiell sind (Lieberman, 2002; Diamond, 2000). In weiteren Studien
wurde bereits eine Rolle von CNTNAP2 bei der Sprachentwicklung gezeigt. Bis heute sind
nicht viele Gene bekannt, dessen Proteine für den Erwerb von Sprache wichtig sind. Aufmerk-
sam auf CNTNAP2 wurde man durch den Transkriptionsfaktor FOXP2, der auch bei der
Sprachentwicklung eine wichtige Rolle spielt. Es konnte gezeigt werden, dass FOXP2 die Ex-
pression von CNTNAP2 herunterreguliert. Ein direkter Zusammenhang zwischen CNTNAP2
und Sprachentwicklungsstörungen wurde anhand von Assoziationsstudien aufgedeckt. Hierbei
konnte ein SNP signifikant mit einer spezifischen Sprachentwicklungsstörung (SLI) assoziiert
werden (Vernes et al., 2008). Da PCDH17 ein mit CNTNAP2 überlappendes Expressionsmus-
ter im embryonalen humanen Gehirn hat und die Patienten mit Mutationen im FOXP1-Gen
auch eine Sprachentwicklungsstörung zeigen, könnte die in dieser Arbeit gezeigte reduzierte
Expression von Pcdh17 in Gehirnen der KO-Embryonen in Hinblick auf die Sprachenwicklung
eine Rolle spielen. Im Zusammenhang mit dem Einfluss von PCDH17 auf die Kognition ist aus
einer früheren Studie bekannt, dass PCDH17 im Brodmann-Areal 46 bei Patienten mit Schi-
zophrenie angereichert ist. Daher ließen diese Daten vermuten, dass das Expressionslevel von
PCDH17 im frontalen Cortex eine Ursache der Erkrankung sei (Dean et al., 2007). Schizo-
phrenie wurde bisher bei keinem der Patienten mit Mutationen im FOXP1-Gen diagnostiziert.
Dies könnte daran liegen, dass die Patienten noch im Kinderalter sind und Schizophrenie sich
oft erst im Erwachsenenalter manifestiert. Da davon auszugehen ist, dass sowohl bei Pati-
enten mit Schizophrenie, als auch bei „FOXP1-Patienten“ nicht nur die Missregulation von
PCDH17 für die kognitiven Phänotypen verantwortlich ist, ist wahrscheinlich die Kombination
der fehlerhaft regulierten Gene entscheidend.
5.3 Zielgen-Screening: Vorderhirne der Foxp1−/−-Mauslinie
des Entwicklungtages E16
Um weitere Zielgene des Transkriptionsfaktors Foxp1 aufzudecken, wurde erneut ein genom-
weites Zielgen-Screening durchgeführt. Bei diesem Screening wurde RNA aus Vorderhirnen
von Embryonen der konditionellen Foxp1−/−-Mauslinie des Entwicklungtages E16 verwen-
det. Dieses Stadium wurde ausgewählt, da zu diesem Zeitpunkt Foxp1 nicht nur im Striatum
und Cortex, wie am Entwicklungstag E13, sondern auch im Thalamus und Hippocampus
exprimiert ist. Zudem ist Foxp1 an diesem Entwicklungstag stark im Striatum und Cortex ex-
primiert. Für das Zielgen-Screening wurden drei KO- und drei wt-Embryonen aus zwei Würfen
der Foxp1−/−-Mauslinie verwendet. Um die technische Variation so niedrig wie möglich zu
halten, wurden Microarrays aus einer Charge verwendet. Zudem wurde die Präparation der
Gehirne und die Extraktion der RNA aus den Vorderhirnen parallel und zu exakt gleichen
Bedingungen durchgeführt. Zusätzlich zu den zwei Würfen, die für die Microarrays verwendet
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wurden, wurden für die Validierung zwei weitere Würfe der konditionellen Foxp1−/−-Mauslinie
des Entwicklungtages E16 eingesetzt. Die Erhöhung der Wurfzahl wurde vorgenommen, um
durch eine höhere Anzahl biologischer Replikate Regulationen herauszufiltern, die lediglich
durch eine biologische Variation zustande kamen. Wie groß die biologische Variation zwischen
den Würfen war, zeigten die Ergebnisse der qPCR-Validierung. Bei den insgesamt 20 KO
vs. wt-Vergleichen, die für jedes der 23 potentiellen Zielgene durchgeführt wurden, konnte
nur bei einem Gen eine konstante Regulation bestätigt werden. Hierbei handelt es sich um
das Gen Neuronaler Acetylcholinrezeptor, Untereinheit alpha-4 (Chrna4 ). Es kodiert für die






Abbildung 5.3: Schematische Darstellung eines α4β2-Acetylcholinrezeptors.
Pentamere α4β2-Acetylcholinrezeptoren bestehen aus zwei α4- und drei β2-Untereinheiten. Dies
ist der vorherrschende Acetylcholinrezeptor-Subtyp im Gehirn. Der in der Mitte der fünf Unter-
einheiten liegende Kanal ist für Natrium (Na+) und Kalzium (Ca2+) durchlässig. Modifiziert
nach Davis und de Fiebre (2006).
Neurotransmitterrezeptoren gehören zu der Klasse der ligandengesteuerten Transmembran-
Ionenkanälen. Der vorherrschende Acetylcholinrezeptor-Subtyp im Gehirn besteht aus α4- und
β2-Untereinheiten (Whiting und Lindstrom, 1987; Flores et al., 1992). Für α4β2-
Acetylcholinrezeptoren konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass diese eine wich-
tige Rolle bei kognitiven Vorgängen wie der Wahrnehmung, Emotionen und der Sprachver-
arbeitung spielen (Picciotto et al., 1995; Barrantes, 1998; Markett et al., 2011). Die Daten
dieser Arbeit zeigten, dass Foxp1 die Expression von Chrna4 während der embryonalen Ge-
hirnentwicklung reprimiert. Diese Repression der Expression wird vermutlich über den bei den
Foxp-Proteinen bekannten Mechanismus der transkriptionellen Repression durch die Rekru-
tierung von Histon-Deactylasen hervorgerufen (Chokas et al., 2010). Da dieser Mechanismus
eine direkte Bindung des Transkriptionsfaktors an die Promotorregion des Zielgens voraus-
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setzt, wird die Vermutung durch die in dieser Arbeit gezeigte direkte Bindung Foxp1 4 kb
upstream vor dem Transkriptionsstart von Chrna4 gestützt. Diese Bindungsstelle liegt zudem
im proximalen Promotor von Pcdh17. In Studien konnte gezeigt werden, dass die Mehrzahl
der Fox-Bindungsstellen gleichmäßig in der 10 kb upstream Promotorregion und in den ersten
Exons verteilt sind. Hingegen beinhalten Sequenzen nahe des Transkriptionsstarts meist keine
Bindungsstellen (Wederell et al., 2008; Kranz et al., 2011). Zur Überprüfung eines funktionel-
len Einflusses der in dieser Arbeit identifizierten direkten Bindung von Foxp1 4 kb upstream
vor dem Transkriptionsstart von Chrna4, wurden Luciferase-Reportergen-Assays durchgeführt.
Diese Ergebnisse zeigen, dass die Bindung von Foxp1 an diese Region nicht zu einer Akti-
vierung führt. Da die Daten der in dieser Arbeit durchgeführten Experimente zeigten, dass
Foxp1 die Expression von Chrna4 reprimiert, wäre auch keine Aktivierung zu erwarten gewe-
sen. Eine Repression der Firefly-Luciferase wurde jedoch auch nicht beobachtet. Dies bedeutet
allerdings nicht, dass die identifizierte Promotorregion von Chrna4, die von Foxp1 in vivo ge-
bunden wurde, keine funktionelle Relevanz hat. Es ist schwierig eine reprimierenden Einfluss
einer Sequenz im Luciferase-Reportergen-Assay nachzuweisen, da das Grundlevel der Firefly-
Luciferase so niedrig ist, dass eine Repression kaum messbar ist. Wie bereits diskutiert, stellt
dieser Assay ein artifizielles System dar, in dem mögliche benötigte Kofaktoren oder andere
regulatorische Sequenzen fehlen.
Anhand der verwendeten konditionellen Foxp1−/−-Mauslinie konnte in qPCR-Studien demons-
triert werden, dass die Regulation von Chrna4 am Entwicklungstag E15 mit einsetzender Ex-
pression von Foxp1 im Thalamus beginnt. Die durchgeführten Immunfluoreszenz-Färbungen
zeigten, dass eine frühere Regulation über Foxp1 nicht möglich ist, da am Entwicklungstag
E14 Foxp1 nicht im Thalamus exprimiert ist. Zu diesem Zeitpunkt der Gehirnentwicklung ist
Chrna4 bereits weitflächig im Thalamus exprimiert. Diese Expression verändert sich bis E16.
Dies ist wahrscheinlich auf die einsetzende Expression von Foxp1 zurückzuführen. So ist die
vorher weitflächige Expression von Chrna4 am Entwicklungstag E16 nur noch auf eine Re-
gion des Thalamus konzentriert, in der Foxp1 kaum exprimiert ist. Die Immunfluoreszenz-
Färbungen von Foxp1 und Chrna4 auf wt- und KO-Gehirnen von Embryonen der Foxp1−/−-
Mauslinie erhärten die Hypothese, dass die Expression von Chrna4 durch die Repression von
Chrna4 durch Foxp1 am Entwicklungstag E16 verändert ist. Denn auf den KO-Gehirnschnitten
ist die Expression von Chrna4 nicht wie beim wt-Gehirn auf eine Region konzentriert, son-
dern auch in vielen der umliegenden Neuronen exprimiert. Hierbei handelt es sich um Neu-
ronen, die in wt-Embryonen Foxp1 exprimieren. Durch die fehlende Foxp1-Expression in den
KO-Gehirnen findet somit hier keine Repression von Chrna4 mehr statt. Die ausbleibende
Regulation führt nun wahrscheinlich dazu, dass Chrna4 in diesen Neuronen exprimiert wird.
Diese Ergebnisse sind besonders interessant in Bezug auf die Sprachstörung, die bei Patienten
mit heterozygoten FOXP1-Mutationen auftritt. Obwohl lange angenommen wurde, dass die
Broca- und Wernicke-Areale des Cortex die Sprachzentren unseres Gehirns sind, ist mittlerwei-
le bekannt, dass der Cortex, die Basalganglien und der Thalamus ein Netzwerk bilden, welches
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für den Erwerb, die Aufnahme und die Wiedergabe von Sprache verantwortlich ist. Der Tha-
lamus spielt hierbei eine zentrale Rolle. So bekommt diese neuroanatomische Struktur Input
von den Basalganglien, welche wiederum an verschiedene cortikale Regionen weitergeleitet
werden. Anatomisch abgetrennte Neuronenpopulationen können in diesem Kreislauf mitein-
ander kommunizieren und somit verschiedene Aspekte der Sprache regulieren (Lieberman,
2002; Diamond, 2000). Da im Thalamus der KO-Embryonen spezifische Neuronenpopulatio-
nen Chrna4 exprimieren, die in den wt-Embryonen Chrna4-negativ sind, ist anzunehmen, dass
diese veränderte Expression durch die fehlende Repression durch Foxp1 zu Stande kommt
und somit den Ablauf neuronaler Kreisläufe verändert. Dies könnte auch in den Gehirnen der
„FOXP1-Patienten“ möglich sein. Wäre dies der Fall, dann könnte die veränderte Expression
von CHRNA4 im Thalamus mit für die Sprachentwicklungsstörungen der Patienten verant-
wortlich sein. Einen Hinweis darauf, dass dies tatsächlich möglich ist, zeigt eine Studie von
Markett und Kollegen. In dieser Studie konnte demonstriert werden, dass CHRNA4 einen
Einfluss auf das phonologische Arbeitsgedächnis hat (Markett et al., 2011). Die Ergebnisse
stammen aus Untersuchungen der Basalganglien. Bei der Studie wurde ein möglicher Einfluss
im Thalamus nicht untersucht. Da in dieser Arbeit die Expression von Chrna4 im adulten
Gehirn nicht untersucht wurden, ist es nicht ausgeschlossen, dass Chrna4 postnatal auch in
den Basalganglien exprimiert wird. In diesem Fall wäre es möglich, dass die in dieser Arbeit
identifizierte Regulation von Chrna4 im embryonalen Gehirn zwar nur im Thalamus abläuft,
aber im adulten Gehirn auch in den Basalganglien stattfindet. Bis heute sind noch keine Pati-
enten mit einer Sprachstörung bekannt, bei denen eine CHRNA4-Mutation ursächlich für die
Krankheit ist.
In Hinblick auf die geistige Behinderung der „FOXP1-Patienten“ ist der Drei-Generationen-
Stammbaum einer koreanischen Familie interessant. In dieser Familie tragen neun der 19
Mitglieder eine „missense“-Mutation in Exon 5 des CHRNA4-Gens. Diese Punktmutation wird
autosomal-dominant vererbt und führt zu einem Aminosäurenaustausch von Serin zu Leu-
cin in der zweiten Transmembrandomäne (Ser252Leu). Alle Träger dieser Mutation leiden
an nächtlicher Frontalhirnepilepsie und geistiger Behinderung (leicht bis mittelschwer) (Cho
et al., 2003). Da es für diese Mutation keine transgene Mauslinie gibt, konnte bisher nicht
direkt gezeigt werden, dass diese Mutation eine Einfluss auf die Funktionalität des Rezeptors
hat. Jedoch existiert eine transgene Mauslinie bei der eine Punktmutation in Chrna4 zum Aus-
tausch der Aminosäure 252 von Serin zu Phenylalanin führt. Beide ausgetauschten Aminosäu-
ren, Leucin und Phenylalanin, sind unpolar. Daher ist es wahrscheinlich, dass der Austausch
beider Aminosäuren ähnliche funktionelle Auswirkungen haben wird. In einer Studie über die
Chrna4S252F -transgene Maulinie konnte gezeigt werden, dass die transgenen Mäuse im Ver-
gleich zu den wt-Mäusen eine erhöhte cortikale EEG-Aktivität aufweisen (Klaassen et al.,
2006). So könnte bei Patienten mit Ser252Leu-Mutationen die Aktivität des Acetylcholinre-
zeptors erhöht sein. Dies wäre eine plausible Erklärung für den bei den Patienten auftretenden
kognitiven Phänotyp. Interessant ist diese Hypothese auch in Hinblick auf die in dieser Ar-
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beit gezeigte Regulation. Die Ergebnisse zeigen, dass in den Gehirnen der KO-Embryonen
der Foxp1−/−-Mauslinie die Expression von Chrna4 erhöht ist. Wenn diese Regulation auch
im menschlichen Gehirn stattfindet, dann könnte die vermehrte Expression von CHRNA4 zu
einer erhöhten Anzahl von Acetylcholinrezeptoren führen, wodurch die Gesamtaktivität aller
Acetylcholinrezeptoren möglicherweise erhöht ist. Wäre dies der Fall, dann wäre wie auch bei
den Patienten mit einer Ser252Leu-Mutation die Aktivität der Acetylcholinrezeptoren erhöht
und dies könnte sowohl bei den „CHRNA4-Patienten“ als auch bei den „FOXP1-Patienten“
zu der geistigen Behinderung beitragen.
Bemerkenswert sind auch zwei unabhängige Studien über α-Synuclein. Zum einen wird in
einer Studie von Kurz et al. gezeigt, dass in der α-Synuclein−/−-Mauslinie die Expression
von Foxp1 stark reduziert ist (Kurz et al., 2010). Zum anderen zeigen Lui und Kollegen, dass
α-Synuclein-Komplexe α4β2-Acetylcholinrezeptoren inhibieren (Liu et al., 2013). α-Synuclein
wird hauptsächlich in neuronalem Gewebe exprimiert und liegt vorwiegend frei im Cytoplasma
vor. Ungefähr 15 % des α-Synucleins ist in den Neuronen zu jeder Zeit membrangebunden
(Iwai et al., 1995; Lee et al., 2002). Aus mehreren Studien geht hervor, dass α-Synuclein in
verschiedene zelluläre Prozesse involviert ist. Es interagiert mit Tubulin und mit dem SNARE-
Apparat von Vesikeln während der Exocytose (Alim et al., 2002; Chandra et al., 2005). In
einer anderen Studie konnte zudem gezeigt werden, dass α-Synuclein mit dem N-Terminus
mit Phospholipiden der Plasmamembran und mit dem C-Terminus mit Synaptobrevin-2, ei-
nem Membranproteine sekretorischer Vesikel, interagiert (Burré et al., 2010). In den Gehirnen
von Mäusen der α-Synuclein−/−-Mauslinie konnte gezeigt werden, dass die Ausschüttung
von Dopamin erhöht ist. Daher wird angenommen, dass α-Synuclein eine negativer Re-
gulator der Dopamin-Neurotransmission ist (Abeliovich et al., 2000). Es ist bekannt, dass
α-Synuclein im Gehirn die synaptische Plastizität von Synapsen, Lernvorgänge und die Regu-
lation der Dopaminsynthese beeinflusst (Surguchov, 2008). Die Expression von Foxp1 ist in
der α-Synuclein−/−-Mauslinie stark reduziert. Dies wurde auf der Suche nach physiologischen
Funktionen von α-Synuclein in Gehirnen von Mäusen der α-Synuclein−/−-Mauslinie aufge-
deckt. Diese veränderte Expression wurde im Striatum und im Cerebellum bei Mäusen im
postnatalen Alter beobachtet. Es wird spekuliert, dass α-Synuclein und Foxp1 im Gehirn ko-
reguliert werden und hierbei möglicherweise eine genetische Interaktion einer Rolle spielt (Kurz
et al., 2010). Diese Hypothese ist allerdings auf das Mausmodell beschränkt, denn nur im
Genom von Mus musculus liegen Foxp1 und α-Synuclein auf dem selben Chromosom (Chro-
mosom 6). Im menschlichen Genom hingegen liegt das FOXP1-Gen auf Chromosom 3 und
α-Synuclein auf Chromosm 8. Eine andere Möglichkeit, die reduzierte Foxp1-Expression in den
Gehirnen der α-Synuclein−/−-Mäuse zu erklären ist, dass kernlokalisiertes α-Synuclein einen
positiven Einfluss auf die Expression von Foxp1 hat. Da dieser Einfluss in den α-Synuclein−/−-
Mäusen fehlt, könnte dies eine Erklärung für die reduzierte Foxp1-Expression sein. In ei-
ner aktuellen Studie wurde ein inhibitorischer Einfluss von aggregiertem α-Synuclein auf
die Aktivität von α4β2-Acetylcholinrezeptoren gezeigt. Es konnte demonstriert werden, dass
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α-Synuclein-Komplexe, die größer als 4 nm sind, für diese Inhibition verantwortlich sind. Des
Weiteren wurde aufgeklärt, dass dieser inhibitorische Effekt von der Dosis der vorhandenen
α-Synuclein-Komplexe abhängig ist (Liu et al., 2013). Bei dieser dosisabhänigen Inhibiti-


























Abbildung 5.4: Schematische Darstellung der α-Synuclein-Foxp1-Chrna4-Hypothese.
Dargestellt ist ein Neuron mit Zellkern (blau) und einer Synapse (braun). Diese Hypothese zeigt
einen möglichen Zusammenhang zwischen den Daten von Kurz et al., Liu et al. und der in dieser
Arbeit gezeigten Regulation von Chrna4 durch Foxp1 (Kurz et al., 2010; Liu et al., 2013). Es wird
gezeigt, dass sowohl das kernlokalisierte, also auch das membrangebundene α-Synuclein Einfluss
auf die Aktivität des α4β2-Acetylcholinrezeptors (AChR) hat. In der rechten Hälfte der Abbildung
sind die verschiedenen Schritte dargestellt und zu jedem Schritt mögliche Auswirkungen in den
Gehirnen der wt- oder KO-Mäusen der Foxp1−/−-Mauslinie. Grünes Plus: findet statt bzw.
vorhanden; rotes Minus mit kleinem grünen Plus: findet kaum statt bzw. kaum vorhanden.
Anzahl der α4β2-Acetylcholinrezeptoren eine Rolle. Die in dieser Arbeit gezeigte Repression
von Chrna4 durch Foxp1 könnte somit den inhibitorischen Effekt der α-Synuclein-Komplexe
auf die α4β2-Acetylcholinrezeptoren beeinflussen. Wäre dies der Fall, dann könnte es in den
Gehirnen von wt- und KO-Embryonen der Foxp1−/−-Mauslinie zu unterschiedlichen Situatio-
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nen kommen. Diese werden deutlich, wenn man die in Abbildung 5.4 dargestellte Übersicht
betrachtet. Wie bereits diskutiert, aktiviert das kernlokalisierte α-Synuclein möglicherweise die
Expression von Foxp1. In den Gehirnen der wt-Mäuse der Foxp1−/−-Mauslinie führt diese Ak-
tivierung zur Synthese von Foxp1-Protein. Dieses bindet, wie in dieser Arbeit gezeigt, an den
Promotor des Chrna4-Gens. Hierdurch wird die Expression von Chrna4 reprimiert, wodurch
nur wenige Acetylcholinrezeptoren in die Membran eingebaut werden. Dies könnte dazu füh-
ren, dass die α-Synuclein-Komplexe, wie von Liu und Kollegen beschrieben, dosisabhängig die
Aktivität des Acetylcholinrezeptors inhibieren. In den KO-Mäusen der Foxp1−/−-Mauslinie
hingegen wird kaum Foxp1 exprimiert. Da das Foxp1-Protein-Level im Zellkern niedrig ist,
wird die Transkription von Chrna4 nur vereinzelt von Foxp1 reprimiert. Die translatierten
Chrna4-Proteine könnten daher in der Membran der Synapse als Untereinheiten von Acetyl-
cholinrezeptoren eingebaut werden. Da in diesem Fall wahrscheinlich genug Acetylcholinre-
zeptoren vorhanden sind, findet keine dosisabhängige Inhibition durch α-Synuclein-Komplexe
statt. Somit ist die Aktivität der Acetylcholinrezeptoren in den KO-Mäusen höher als bei den
wt-Mäusen. Dies würde wiederum zu den Vermutungen passen, dass der kognitive Phänotyp
der „CHRNA4-Patienten“ und der „FOXP1-Patienten“ teilweise durch eine erhöhte Aktivität
des Acetylcholinrezeptors hervorgerufen wird. Interessanterweise zeigen isolierte α-Synuclein
defizitäre Mäuse eine erhöhte Wiedergabe von Ultraschall-Vokalisierungen auf (Kurz et al.,
2010). Daher könnte es sein, dass durch die fehlende Aktivierung der Foxp1-Expression und
der somit nicht stattfindenden Inhibierung der Acetylcholinrezeptoren neuronale Kreisläufe
beeinflusst werden, die für die Produktion der Ultraschalllaute wichtig sind.
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die identifizierten Zielgene, Pcdh17 und
Chrna4, im embryonalen Gehirn in Arealen exprimiert sind, welche für diverse kognitive
Prozesse, wie beispielsweise die Sprachentwicklung, wichtig sind. Beide Gene kodieren für
Proteine, die in Prozesse am synaptischen Spalt involviert sind. Das Zelladhäsionsprotein
Pcdh17 verbindet Synapsen am synaptischen Spalt und das Chrna4-Gen kodiert für
eine Untereinheit neuronaler Acetylcholinrezeptoren, welche Teil des vorherrschenden
Acetylcholinrezeptor-Subtyps im Gehirn ist. Die Expression von Pcdh17 und auch Chrna4 wird
direkt durch Foxp1 reguliert. Eine Fehlregulationen von PCDH17 und CHRNA4 in den Gehirn-
en von Patienten mit heterozygoten Mutationen im FOXP1-Gen könnten daher den kognitiven
Phänotyp mit verursachen. Die in dieser Arbeit durchgeführten in vivo-Experimente identifi-
zierten damit die ersten bekannten Zielgene von Foxp1 im Gehirn und tragen zur Aufklärung
der molekularen Rolle von Foxp1 während der Gehirnentwicklung bei.
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Anhang
5.3.1 ISH auf murinen Gehirnschnitten mit Foxp1 und Pcdh17 sense- und
antisense-RNA-Sonden
Abbildung 5.5 zeigt ISH auf E15 wt-Gehirnschnitten mit Foxp1 und Pcdh17 sense- und antisense-
RNA-Sonden. Die sense-RNA-Sonden dienten als Negativkontrolle. Durchgeführte ISH mit




Abbildung 5.5: ISH auf murinen Gehirnschnitten mit Foxp1 und Pcdh17 sense- und antisense-
RNA-Sonden.
Foxp1 und Pcdh17 sense-RNA-Sonden zeigen keine Färbungen auf den wt-Gehirnschnitten des
Entwicklungtages E15. Die Foxp1 antisense-RNA-Sonde macht die Expression des Gens im Stria-
tum (siehe Pfeil) sichtbar. Die Expression von Pcdh17 im Cortex (siehe Pfeil) wird durch die
PCDH17 antisense-RNA-Sonde gezeigt.
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5.3.2 Heatmaps biologischer Prozesse, an denen Chrna4 beteiligt ist
Die folgenden Abbildungen zeigen Heatmaps, welche die Expression der Gene in biologischen
Prozessen darstellen, die in den Gehirnen der KO-Embryonen der Foxp1−/−-Mauslinie um
mindestens 10 % hochreguliert waren (Ergebnis-Teil 4.2.8).
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Chrna4 cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 4
Mecp2 methyl CpG binding protein 2
Chrnb2 cholinergic receptor, nicotinic, beta polypeptide 2 (neuronal)
Chrna3 cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 3
Six3 sine oculis-related homeobox 3
Irs1 insulin receptor substrate 1
Fzd1 frizzled homolog 1 (Drosophila)
Foxa1 forkhead box A1
Lhx1 LIM homeobox protein 1
Slc17a6 solute carrier family 17 (sodium-dependent inorganic phosphate cotransporter), member 6
Sox2 SRY-box containing gene 2
Ache acetylcholinesterase
Cacnb2 calcium channel, voltage-dependent, beta 2 subunit
Gja1 gap junction protein, alpha 1
Abat 4-aminobutyrate aminotransferase
Gjd2 gap junction protein, delta 2
Grin2d glutamate receptor, ionotropic, NMDA2D (epsilon 4)
Slc12a5 solute carrier family 12, member 5
Grm4 glutamate receptor, metabotropic 4
Chrm3 cholinergic receptor, muscarinic 3, cardiac
Th tyrosine hydroxylase
Sv2c synaptic vesicle glycoprotein 2c
Lin7a lin-7 homolog A (C. elegans)
Pnoc prepronociceptin
Psen1 presenilin 1
Drd2 dopamine receptor D2
Clstn1 calsyntenin 1
Grin1 glutamate receptor, ionotropic, NMDA1 (zeta 1)
Gad1 glutamate decarboxylase 1
Tnc tenascin C
Kcnma1 potassium large conductance calcium-activated channel, subfamily M, alpha member 1
Atp1a2 ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 2 polypeptide
Grm3 glutamate receptor, metabotropic 3
Syn3 synapsin III
Trim9 tripartite motif-containing 9
Grm2 glutamate receptor, metabotropic 2
Nrxn2 neurexin II
Apba1 amyloid beta (A4) precursor protein binding, family A, member 1
Sv2a synaptic vesicle glycoprotein 2 a
Syn1 synapsin I
Smpd3 sphingomyelin phosphodiesterase 3, neutral
Abbildung 5.6: Heatmap-Darstellung des biologischen Prozesses „Zellkommunikation“.
Gegenüberstellung der Expression in Vorderhirnen von drei Foxp1−/−-Embryonen und drei wt-
Embryonen (KO12, KO122, KO16, wt14, wt15 und wt 118) am Entwicklungstag E16. Alle aufge-
listeten Gene waren in den Foxp1−/−-Embryonen um mindestens 10 % hochreguliert (FDR‹0,05).
Rot: erhöhte Expression; grün: Expression entspricht der wt-Expression.
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Cachd1 cache domain containing 1
Atp6v1c1 ATPase, H+ transporting, lysosomal V1 subunit C1
Cacna2d2 calcium channel, voltage-dependent, alpha 2/delta subunit 2
Cacnb2 calcium channel, voltage-dependent, beta 2 subunit
Slc20a2 solute carrier family 20, member 2
Atp1a1 ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 1 polypeptide
Atp1b2 ATPase, Na+/K+ transporting, beta 2 polypeptide
Cacng2 calcium channel, voltage-dependent, gamma subunit 2
Atp6ap1 ATPase, H+ transporting, lysosomal accessory protein 1
Slc24a3 solute carrier family 24 (sodium/potassium/calcium exchanger), member 3
Slc41a2 solute carrier family 41, member 2
Cacna1i calcium channel, voltage-dependent, alpha 1I subunit
Slc12a5 solute carrier family 12, member 5
Kcnh1 potassium voltage-gated channel, subfamily H (eag-related), member 1
Kcnd2 potassium voltage-gated channel, Shal-related family, member 2
Slc36a1 solute carrier family 36 (proton/amino acid symporter), member 1
Atp2b3 ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 3
Atp6v0e2 ATPase, H+ transporting, lysosomal V0 subunit E2
Accn1 amiloride-sensitive cation channel 1, neuronal (degenerin)
Hcn2 hyperpolarization-activated, cyclic nucleotide-gated K+ 2
Grin3a glutamate receptor ionotropic, NMDA3A
Slc38a3 solute carrier family 38, member 3
Atp6v1g2 ATPase, H+ transporting, lysosomal V1 subunit G2
Kcnk9 potassium channel, subfamily K, member 9
Slc9a6 solute carrier family 9 (sodium/hydrogen exchanger), member 6
Kcnma1 potassium large conductance calcium-activated channel, subfamily M, alpha member 1
Tmem38a transmembrane protein 38A
Cacng3 calcium channel, voltage-dependent, gamma subunit 3
Grin1 glutamate receptor, ionotropic, NMDA1 (zeta 1)
Atp1b1 ATPase, Na+/K+ transporting, beta 1 polypeptide
Atp2b2 ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 2
Slc4a4 solute carrier family 4 (anion exchanger), member 4
Atp1a2 ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 2 polypeptide
Trpc5 transient receptor potential cation channel, subfamily C, member 5
Nsf N-ethylmaleimide sensitive fusion protein
Prkcb protein kinase C, beta
Nalcn sodium leak channel, non-selective
Slc9a7 solute carrier family 9 (sodium/hydrogen exchanger), member 7
Accn4 amiloride-sensitive cation channel 4, pituitary
Slc30a3 solute carrier family 30 (zinc transporter), member 3
Kctd10 potassium channel tetramerisation domain containing 10
Mmgt2 membrane magnesium transporter 2
Psen1 presenilin 1
Chrna4 cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 4
Chrnb2 cholinergic receptor, nicotinic, beta polypeptide 2 (neuronal)
Sco2 SCO cytochrome oxidase deficient homolog 2 (yeast)
Slc17a6 solute carrier family 17 (sodium-dependent inorganic phosphate cotransporter), member 6
Slc31a2 solute carrier family 31, member 2
Atp13a2 ATPase type 13A2
Kcnip4 Kv channel interacting protein 4
Slc39a3 solute carrier family 39 (zinc transporter), member 3
Sfxn1 sideroflexin 1
Hcn4 hyperpolarization-activated, cyclic nucleotide-gated K+ 4
Kcna3 potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, member 3
Slc4a8 solute carrier family 4 (anion exchanger), member 8
Abbildung 5.7: Heatmap-Darstellung des biologischen Prozesses „Kationentransport“.
Gegenüberstellung der Expression in Vorderhirnen von drei Foxp1−/−-Embryonen und drei wt-
Embryonen (KO12, KO122, KO16, wt14, wt15 und wt 118) am Entwicklungstag E16. Alle aufge-
listeten Gene waren in den Foxp1−/−-Embryonen um mindestens 10 % hochreguliert (FDR‹0,05).
Rot: erhöhte Expression; grün: Expression entspricht der wt-Expression.
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Cacnb2 calcium channel, voltage-dependent, beta 2 subunit
Drd2 dopamine receptor D2
Clstn1 calsyntenin 1
Gad1 glutamate decarboxylase 1
Grin1 glutamate receptor, ionotropic, NMDA1 (zeta 1)
Abat 4-aminobutyrate aminotransferase
Grm2 glutamate receptor, metabotropic 2
Nrxn2 neurexin II
Apba1 amyloid beta (A4) precursor protein binding, family A, member 1
Sv2a synaptic vesicle glycoprotein 2 a
Syn1 synapsin I
Kcnma1 potassium large conductance calcium-activated channel, subfamily M, alpha member 1
Atp1a2 ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 2 polypeptide
Grm3 glutamate receptor, metabotropic 3
Syn3 synapsin III
Trim9 tripartite motif-containing 9
Chrna3 cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 3
Chrnb2 cholinergic receptor, nicotinic, beta polypeptide 2 (neuronal)
Chrna4 cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 4
Mecp2 methyl CpG binding protein 2
Slc17a6 solute carrier family 17 (sodium-dependent inorganic phosphate cotransporter), member 6
Gjd2 gap junction protein, delta 2
Grin2d glutamate receptor, ionotropic, NMDA2D (epsilon 4)
Slc12a5 solute carrier family 12, member 5
Grm4 glutamate receptor, metabotropic 4
Chrm3 cholinergic receptor, muscarinic 3, cardiac
Th tyrosine hydroxylase
Sv2c synaptic vesicle glycoprotein 2c
Lin7a lin-7 homolog A (C. elegans)
Pnoc prepronociceptin
Psen1 presenilin 1
Abbildung 5.8: Heatmap-Darstellung des biologischen Prozesses „Synaptische Transmission“.
Gegenüberstellung der Expression in Vorderhirnen von drei Foxp1−/−-Embryonen und drei wt-
Embryonen (KO12, KO122, KO16, wt14, wt15 und wt 118) am Entwicklungstag E16. Alle aufge-
listeten Gene waren in den Foxp1−/−-Embryonen um mindestens 10 % hochreguliert (FDR‹0,05).
Rot: erhöhte Expression; grün: Expression entspricht der wt-Expression.
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Chrna3 cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 3
Chrnb2 cholinergic receptor, nicotinic, beta polypeptide 2 (neuronal)
Ephb2 Eph receptor B2
Foxp2 forkhead box P2
Efnb3 ephrin B3
Chrna4 cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 4
Dscam Down syndrome cell adhesion molecule
Mecp2 methyl CpG binding protein 2
Cln6 ceroid-lipofuscinosis, neuronal 6
Psen1 presenilin 1
Slc18a2 solute carrier family 18 (vesicular monoamine), member 2
Zic1 zinc finger protein of the cerebellum 1
Npas3 neuronal PAS domain protein 3
Ptgds prostaglandin D2 synthase (brain)
Adcy1 adenylate cyclase 1
Atp2b2 ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 2
Grin1 glutamate receptor, ionotropic, NMDA1 (zeta 1)
Gng7 guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 7
Drd2 dopamine receptor D2
Etv1 ets variant gene 1
Penk preproenkephalin
Uchl1 ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1
Dlg4 discs, large homolog 4 (Drosophila)
Enpp2 ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 2
Abat 4-aminobutyrate aminotransferase
Nrp2 neuropilin 2
Apba1 amyloid beta (A4) precursor protein binding, family A, member 1
Cx3cl1 chemokine (C-X3-C motif) ligand 1
Atp1a2 ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 2 polypeptide
Kcnma1 potassium large conductance calcium-activated channel, subfamily M, alpha member 1
Gaa glucosidase, alpha, acid
Grm2 glutamate receptor, metabotropic 2
Nr4a2 nuclear receptor subfamily 4, group A, member 2
Itga3 integrin alpha 3
Oprm1 opioid receptor, mu 1
Grin2d glutamate receptor, ionotropic, NMDA2D (epsilon 4)
Grm4 glutamate receptor, metabotropic 4
Th tyrosine hydroxylase
Cmtm3 CKLF-like MARVEL transmembrane domain containing 3
Scg2 secretogranin II
Slc1a2 solute carrier family 1 (glial high affinity glutamate transporter), member 2
Tgfb2 transforming growth factor, beta 2
Abbildung 5.9: Heatmap-Darstellung des biologischen Prozesses „Verhalten“.
Gegenüberstellung der Expression in Vorderhirnen von drei Foxp1−/−-Embryonen und drei wt-
Embryonen (KO12, KO122, KO16, wt14, wt15 und wt 118) am Entwicklungstag E16. Alle aufge-
listeten Gene waren in den Foxp1−/−-Embryonen um mindestens 10 % hochreguliert (FDR‹0,05).
Rot: erhöhte Expression; grün: Expression entspricht der wt-Expression.
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Cln6 ceroid-lipofuscinosis, neuronal 6
Chrna3 cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 3
Chrnb2 cholinergic receptor, nicotinic, beta polypeptide 2 (neuronal)
Chrna4 cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 4
Dscam Down syndrome cell adhesion molecule
Mecp2 methyl CpG binding protein 2
Efnb3 ephrin B3
Slc18a2 solute carrier family 18 (vesicular monoamine), member 2
Npas3 neuronal PAS domain protein 3
Atp2b2 ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 2
Grin1 glutamate receptor, ionotropic, NMDA1 (zeta 1)
Drd2 dopamine receptor D2
Gng7 guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 7
Uchl1 ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1
Dlg4 discs, large homolog 4 (Drosophila)
Enpp2 ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 2
Apba1 amyloid beta (A4) precursor protein binding, family A, member 1
Cx3cl1 chemokine (C-X3-C motif) ligand 1
Atp1a2 ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 2 polypeptide
Kcnma1 potassium large conductance calcium-activated channel, subfamily M, alpha member 1
Gaa glucosidase, alpha, acid
Grm2 glutamate receptor, metabotropic 2
Nr4a2 nuclear receptor subfamily 4, group A, member 2
Cmtm3 CKLF-like MARVEL transmembrane domain containing 3
Nrp2 neuropilin 2
Tgfb2 transforming growth factor, beta 2
Grin2d glutamate receptor, ionotropic, NMDA2D (epsilon 4)
Th tyrosine hydroxylase
Scg2 secretogranin II
Oprm1 opioid receptor, mu 1
Abbildung 5.10: Heatmap-Darstellung des biologischen Prozesses „Motorisches Verhalten“.
Gegenüberstellung der Expression in Vorderhirnen von drei Foxp1−/−-Embryonen und drei wt-
Embryonen (KO12, KO122, KO16, wt14, wt15 und wt 118) am Entwicklungstag E16. Alle aufge-
listeten Gene waren in den Foxp1−/−-Embryonen um mindestens 10 % hochreguliert (FDR‹0,05).
Rot: erhöhte Expression; grün: Expression entspricht der wt-Expression.
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Cacnb2 calcium channel, voltage-dependent, beta 2 subunit
Drd2 dopamine receptor D2
Clstn1 calsyntenin 1
Gad1 glutamate decarboxylase 1
Grin1 glutamate receptor, ionotropic, NMDA1 (zeta 1)
Cacng2 calcium channel, voltage-dependent, gamma subunit 2
Grm2 glutamate receptor, metabotropic 2
Nrxn2 neurexin II
Apba1 amyloid beta (A4) precursor protein binding, family A, member 1
Sv2a synaptic vesicle glycoprotein 2 a
Syn1 synapsin I
Kcnma1 potassium large conductance calcium-activated channel, subfamily M, alpha member 1
Atp1a2 ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 2 polypeptide
Grm3 glutamate receptor, metabotropic 3
Syn3 synapsin III
Trim9 tripartite motif-containing 9
Pmp22 peripheral myelin protein 22
Chrna3 cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 3
Chrnb2 cholinergic receptor, nicotinic, beta polypeptide 2 (neuronal)
Chrna4 cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 4
Mecp2 methyl CpG binding protein 2
Olig2 oligodendrocyte transcription factor 2
Slc17a6 solute carrier family 17 (sodium-dependent inorganic phosphate cotransporter), member 6
Abat 4-aminobutyrate aminotransferase
Gjd2 gap junction protein, delta 2
Grin2d glutamate receptor, ionotropic, NMDA2D (epsilon 4)
Slc12a5 solute carrier family 12, member 5
Grm4 glutamate receptor, metabotropic 4
Chrm3 cholinergic receptor, muscarinic 3, cardiac
Th tyrosine hydroxylase
Sv2c synaptic vesicle glycoprotein 2c
Lin7a lin-7 homolog A (C. elegans)
Pnoc prepronociceptin
Psen1 presenilin 1
Abbildung 5.11: Heatmap-Darstellung des biologischen Prozesses „Transmission von Nervenim-
pulsen“.
Gegenüberstellung der Expression in Vorderhirnen von drei Foxp1−/−-Embryonen und drei wt-
Embryonen (KO12, KO122, KO16, wt14, wt15 und wt 118) am Entwicklungstag E16. Alle aufge-
listeten Gene waren in den Foxp1−/−-Embryonen um mindestens 10 % hochreguliert (FDR‹0,05).
Rot: erhöhte Expression; grün: Expression entspricht der wt-Expression.
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Cachd1 cache domain containing 1
Cacna2d2 calcium channel, voltage-dependent, alpha 2/delta subunit 2
Cacnb2 calcium channel, voltage-dependent, beta 2 subunit
Slc20a2 solute carrier family 20, member 2
Atp1a1 ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 1 polypeptide
Atp1b2 ATPase, Na+/K+ transporting, beta 2 polypeptide
Cacng2 calcium channel, voltage-dependent, gamma subunit 2
Cacna1i calcium channel, voltage-dependent, alpha 1I subunit
Slc12a5 solute carrier family 12, member 5
Atp2b3 ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 3
Accn1 amiloride-sensitive cation channel 1, neuronal (degenerin)
Hcn2 hyperpolarization-activated, cyclic nucleotide-gated K+ 2
Grin3a glutamate receptor ionotropic, NMDA3A
Slc38a3 solute carrier family 38, member 3
Slc24a3 solute carrier family 24 (sodium/potassium/calcium exchanger), member 3
Kcnma1 potassium large conductance calcium-activated channel, subfamily M, alpha member 1
Tmem38a transmembrane protein 38A
Kcnk9 potassium channel, subfamily K, member 9
Slc9a6 solute carrier family 9 (sodium/hydrogen exchanger), member 6
Kcnd2 potassium voltage-gated channel, Shal-related family, member 2
Kcnh1 potassium voltage-gated channel, subfamily H (eag-related), member 1
Cacng3 calcium channel, voltage-dependent, gamma subunit 3
Grin1 glutamate receptor, ionotropic, NMDA1 (zeta 1)
Atp1b1 ATPase, Na+/K+ transporting, beta 1 polypeptide
Atp2b2 ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 2
Slc4a4 solute carrier family 4 (anion exchanger), member 4
Atp1a2 ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 2 polypeptide
Trpc5 transient receptor potential cation channel, subfamily C, member 5
Nsf N-ethylmaleimide sensitive fusion protein
Prkcb protein kinase C, beta
Nalcn sodium leak channel, non-selective
Slc9a7 solute carrier family 9 (sodium/hydrogen exchanger), member 7
Chrna4 cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 4
Chrnb2 cholinergic receptor, nicotinic, beta polypeptide 2 (neuronal)
Sco2 SCO cytochrome oxidase deficient homolog 2 (yeast)
Slc17a6 solute carrier family 17 (sodium-dependent inorganic phosphate cotransporter), member 6
Slc31a2 solute carrier family 31, member 2
Accn4 amiloride-sensitive cation channel 4, pituitary
Slc30a3 solute carrier family 30 (zinc transporter), member 3
Kcnip4 Kv channel interacting protein 4
Slc39a3 solute carrier family 39 (zinc transporter), member 3
Sfxn1 sideroflexin 1
Kctd10 potassium channel tetramerisation domain containing 10
Mmgt2 membrane magnesium transporter 2
Hcn4 hyperpolarization-activated, cyclic nucleotide-gated K+ 4
Kcna3 potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, member 3
Slc4a8 solute carrier family 4 (anion exchanger), member 8
Abbildung 5.12: Heatmap-Darstellung des biologischen Prozesses „Metallionen“.
Gegenüberstellung der Expression in Vorderhirnen von drei Foxp1−/−-Embryonen und drei wt-
Embryonen (KO12, KO122, KO16, wt14, wt15 und wt 118) am Entwicklungstag E16. Alle aufge-
listeten Gene waren in den Foxp1−/−-Embryonen um mindestens 10 % hochreguliert (FDR‹0,05).
Rot: erhöhte Expression; grün: Expression entspricht der wt-Expression.
